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I RESUMEN

Se analizg la participacion del TRH en el modelo de ansiedad de Enterramiento
Defensivo (ED) en regiones del sistema limbico de la rata. Se utilizaron ratas macho adultas de
las cepas Wistar (W) y Wistar Kyoto (WKY) pues difieren en la sensibilidad a eventos
estresantes y en sus respuestas conductuales y neuroenddcrinas ante éstos. Se cuantifico el
contenido de TRH en: Hipotalamo (Hip), Nucleo Accumbens (NAcc), Corteza Frontal (CxF),
Amigdala (Am), Hipocampo (Hc) y Septum (S); Se analiz6 semi-cuantitativamente el RNAm
de proTRH en Hip, NAcc, Am e Hc; el de los receptores a TRH (TRH-R1 y TRH-R2), de pro-
CRH vy del receptor a glucocorticoides GR en Am e Hip. Se cuantificé corticosterona y
tirotropina séricas como indicadores de la activacion de los ejes Adrenal y Tiroideo,
respectivamente. Cuahtiﬁcamos y comparamos las respuestas conductuales al modelo de
ansiedad de las dos cepas: la cepa WKY fue mas sensible al estimulo aversivo del paradigma de
ansiedad pues necesit6 menos cantidad de choques eléctricos para desplegar la conducta
defensiva y la cepa W mostré mayor actividad durante la prueba conductual pues emple6 mas
tiempo enterrando el electrodo, ademas reportamos que la cepa WKY se aproximé menos veces
al electrodo lo que denota mayor miedo ante la fuente aversiva. Nuestros resultados indicaron
que en repuesta al modelo de ED: 1) en el hipotalamo de la cepa W: el RNAm de pro-TRH
aumento, el contenido de TRH disminuy6 pero esto no causd aumento en la tirotropina sérica
mientras que en esta misma region, la cepa WKY present6 aumento en el RNAm de pro-TRH,
en contenido de TRH, en la Tirotropina circulante (a los 60 min) y en el RNAm del TRH-R1. 3)
El RNAm de pro-TRH en Am disminuy6 y el contenido de péptido aumentd en ambas cepas
ademas, se observo una regulacion positiva del RNAm del TRH-R2, aunque solo en la cepa W.
4) Solo en la cepa WKY el contenido de TRH en CxF cambi6 debido al modelo de ansiedad. 5)
El contenido de TRH en el Hc aument6 en grupos manipulados y experimentales mientras que
en S y en NAcc el contenido de TRH no cambi6. 6) La inyeccion central (i.c.v) de TRH
disminuy¢ el tiempo de enterramiento, no modificé marcadores conductuales de motilidad y no
provoco activacién del eje tiroideo. Concluimos que: 1) en la cepa W, el TRH no
hipofisiotropico del hipotidlamo participa en la conducta de ansiedad; 2) las diferencias
conductuales y neuroenddcrinas entre las dos cepas estudiadas pueden originarse a nivel central
debido en parte a hiperactividad del eje Tiroideo 3)la via TRHérgica amigdalina est4 inhibida
durante el modelo de ED lo que puede contribuir al establecimiento del estado de ansiedad; 3)
la administracion de TRH exdgeno disminuye el comportamiento de ansiedad sin provocar
activacion del eje tiroideo y 4) el locus de accion del péptido exdgeno puede ser una region
limbica como la amigdala en la que mostramos cambios endogenos de la via de TRH durante el
paradigma de ED.



1L ANTECEDENTES

1. HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA, TRH.

La hormona liberadora de tirotropina de estructura pyroGtu-His-Pro-NHj (figura 1), fue
el primer péptido hipofisiotropico caracterizado [Boler er al., 1969; Burgus ef al., 1969].
Toma su nombre de su capacidad de estimular la sintesis y liberacion de la hormona
estimutadora de la tiroides o tirotropina (TSH) en la adenohipéfisis [Haisenlender e/ al.,

1992] con Jo que inicia la activacion del eje Hipotatamo-Hipofisis-Tiroideo (HHT).
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Figura 1. Estructura quimica de la Hormona Liberadora de Tirotropina. (Tomado de Zigmond ef a/..
1999}.

1.1 Biosintesis y Procesamiento.

La biosintesis y procesamiento de TRH, como muchos otros péptidos, es un proceso
altamente regulado y que involucra la participacion de multiples enzimas. En el genoma
de la rata, el gen que codifica para el TRH se presenta en una copia (figura 2). La
unidad transcripcional contiene tres secuencias exonicas separadas por dos intrones. El
exon | codifica para la region 5° no traducida del RNAm; el exon 2 codifica para el N-
terminal y el péptido sefal def precursor. El exon 3 codifica para las 5 copias de TRH,

péptidos cripticos y region 3’ no traducida del RNA [Lee, 1988.].
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Fig. 2. Estructura del gen de TRH en la rata. En azul se muesiran las copias de 1a secuencia de TRH

La sintests comienza con la traduccion del RNAm. La secuencia codificadora del TRH
esta repetida 5 veces en el gen de la rata (el gen humano contiene 6 copias) estas

secuencias estan flanqueadas por residuos de aminoacidos basicos (Lys-Arg o Arg-
Arg).

El producto de este gen es una molécula de alto peso molecular llamada pro-hormona
que es postertormente procesada [Yamada et al.,, 1990]. Durante Ja via de secrecion
regulada, las convertasas PC!1 y PC2 cortan la pro-hormona en los aminoacidos
basicos, liberando tripéptidos de TRH flanquedos aun por estos residuos. La
carboxipetidasa E remueve los aminoacidos basicos liberando la secuencia Gln-His-Pro-
Gly. Este péptido es sustrato de la enzima peptidil glicil o mono-oxigenasa (PAM), que
libera los carbonos dejando el grupo amida. Finalmente, €l residuo amino terminal pyro-
Glu se origina por la ciclizacién de la GIn. La amida C-terminal y el acido glutamico

ciclizado del N-terminal son esenciales para la actividad del TRH (figura 3).
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Figura 3. Procesamiento de! TRH. La forma activa del TRH se deriva de procesos enzimaticos v

transporie regulado que ocurren a lo largo de la neurona. RER: reticulo endoplasmico rugoso. TGN:
trans-golgi, Tr Ax.: trapsporte axonal.

1.2 Localizacion en el Sistema Nervioso Central (SNC).

Si bien el TRH se descubrid por su funcidbn neuroenddcrina, s6lo un tercio de la
concentracion total del SNC se localiza en el hipotalamo, en la porcidn medial
parvocelular [Strand, 1999.]. Lechan (1986) report6 la presencia de RNAm de pro-TRH
en densidades maximas (ademas del hipotalamico) en el bulbo olfatono, nucleo
caudado-putamen, nacleo reticular talamico y en el tallo cerebral (Rafé
obscurus/magnus y nucleo trigeminal espinal) mientras que en hipocampo (giro dentado
y subiculum), amigdala (lateral y basolateral), corteza (pinforme) y nicleo accumbens,
encontr6 RNAm de pro-TRH en densidades moderadas. Usando antisuero que
reconoce el proTRH, se han encontrado células inmunorreactivas en la materia gris
periacueductal [Toni y Lechan, 1990; Nillnj y Sevarino, 1999].

Por medio de métodos altamente sensibles como el radioinmunoensayo (RIA) vy el

conteo de células inmunoreactivas se puede detectar pericaria positiva para TRH en



hipocampo (CA2, CA3 y capa molecular); amigdala (nucleos medial y central) y fibras
de TRH en nucleo accumbens, amigdala (mismos nicleos) hipocampo (stratum oriens),
septum, cortezas frontal y piriforme, locus coeruleus y nicleo de Rafé, entre otras
regiones. [Toni y Lechan, 1990; Nillni y Sevarino, 1999].

EI TRH colocaliza con sustancia P (SP) y con serotonina (5-HT) en la médula espinal.

1.3 Receptores y localizacion

Hasta la fecha, se han caracterizado dos subtipos de receptores para el TRH: TRH-R|
[Straub et al, 1990] y TRH-R2 descrito en 1998 en el caso de la rata [Cao, et al., 1998)
y en el caso del raton por Itadani y colaboradores, en el mismo ajio [Itadani et al., 1998].
El andlisis de secuencia del cDNA en las diversas especies en las que se ha descrito la
presencia de los receptores, indica que ambos son miembros de Ja familia de
receptores Rhodopsin / § adrenérgicos que pertenece a la super familia de receptores
asociados a proteinas G. El analisis de secuencia de aminoacidos de los dos receptores
en una misma especie indican un 50% de identidad [Gershengorn er al., 2003]. Los
TRH-R's estan asociados a la proteina G, y/ 0 2 la Guy1, cuando el ligando se une al
receptor comienza la asociacion de las proteinas G 41. La transduccion de la sefial
continlia con la activacion de la fosfolipasa C (figura 4), estimulando la hidrdlisis de
fosfatidilinositol 4,5-P, (PIP;) formando 1,2-diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trifosfato (TP3). Estos segundos mensajeros provocan liberacion de Ca’* del reticulo
endoplasmico y eventualmente, un aumento en la concentracion de Ca’™ libre
intracelular y la activaciéon de la proteina cinasa C (PKC) [Hsieh y Martin, 1992, Kiley
et al., 1991]. La activacion de los receptores de TRH por su ligando también estimula a

la proteina-ctnasa activada por mitogeno (MAPK) [Kanda ef al., 1994. Omichi e al.,
1994].

En la transcripcion génica mediada por el TRH se ha reportado la participacién de
diversos factores de transcripcion. Por ejemplo, la activacion de la PKC induce la
expresion génica en parte via el factor de trancripcion activador de proteina-1 (AP-1)

[Curran er al, 1988] vy la activacion de la proteina-cinasa dependiente de



Calcjo/Calmodulina  puede inducir al factor de trancripcion CREB (proteina de unién
al elemento de respuesta sensible al CAMP). La estimulacion de la MAPK a través de

la actividad del TRH-R1 promueve la actividad del factor de transcripcién tipo-ETS
gene-1 (Elk-1).

TRH|TRHR -
| v
| Phospholipase C
| Phosphatidviinositol-45-P,
P /\‘w
' InsP, | DAG
$Cat .
| > |
T \ .
Ca{CamKin PKC MAPK |
L |
' CREB AP Etk-1 -

Figura 4. Esquema de las vias de seifializacion intracetulares que son activadas por la unién de TRH a sus
receprores (TRH-R). La activacion de los receptores de TRH promueve la activacion de 1a proteina-cinasa
dependiente de calcio/calmodulina (Ca® /CamKin), de la proteina~cinasa C (PKC) y de la proteina
actovada por mitdgeno (MAPK) e induce la iramscripcién génica por medio de los factores de
transcripcion CREB (proteina dc unién al clemento de respuesia sensible al cAMP). AP-1 (de
trancripeion activador de proteina-1). v Elk-1 (factor de transcripcion 11po-ETS gene-1). InsP; insitol
1.4,5-trifosfato: DAG. diacil glicerol. [Gershengorn ef of.. 2003]

Los receptores TRH-R1 y TRH-R2 presentan distribucion anatémica muy diferente. De
manera general, el TRH-R1 se encuentra predomunantemente expresado en regiones
relacionadas con la regulacion neuroendocrina de eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroideo, el
sistema nervioso autondmico y en regiones del tallo cerebral relacionadas con funciones
viscerales. En contraste, el TRH-R2 se encuentra predominantemente expresado en
areas del sistema nervioso central que son importantes en la transmision

somatosensonal y funciones superiores [Gershengorn ef al., 2003].



El  TRH-R2 esta expresado extensamente en las neuronas piramidales de la corteza
cerebral en todas sus capas [Heuer er al, 2000], en las dareas somatosensoriales y
motoras primarias, en el area promaria visual y en la corteza primarias olfatora
[O'Dowd er al., 2000]. En contraste, la distribucion regional del TRH-R1 se encuentra
restringida a las cortezas perrinal, piriforme y al nicleo endopiriforme [Calza ef al.,

1992] y su RNAm se encuentra sélo a bajas concentraciones.

En la formacion hipocamnpal, el TRH-R2 se encuentra en abundancia en el hipocampo
precomisural pero no en las neuronas piramidales [Heuer e/ a/., 2000]. Se ha reportado
expresion relativamente alta del TRH-R1 en el giro dentado ventral [Calza ef al., 1992]

asi como presencia de la proteina en la region de CA3 [Zabavnik et al., 1993].

En la amigdala, el TRH-Rise expresa en altas concentraciones en los nucleos del
complejo corticomedial, incluyendo al area amigdalohipocampal que recibe aferentes
del bulbo olfatorio, hipotalamo y nucleos viscerales del tallo cerebral. Se ha detectado
RNAm del TRHR-2 pnncipal y casi exclusivamente en el complejo basolateral que

recibe informacion cortical y talamica [Calza ef al., 1992; Heuer e/ al., 2000, Zabavnik
etal, 1993].

En el hipotalamo, la mayoria de los nicleos expresan RNAm del TRH-R1 mientras que
el RNAm del TRHR-2 se encuentra presente en concentraciones bajas o moderadas en

el nucleo lateral anterior, en el area lateral hipotalamica y en la porcion dorsal del

nucleo ventromedial [Gershengorn et al 2003].

1.4 Piroglutamil peptidasa Il (PPII).

La PPIl es una metalopeptidasa de especificidad restringida que hidroliza el enlace
peptidico piroglutamil-histidi! del TRH. Es una proteina integral de membrana con un
dominio intracelular pequefio, un segmento transmembranal y un dominio extracelular
grande. Se encuentra en grandes cantidades en el cerebro, especificamente presente en

células neuronales; su inhibicion incrementa la recuperacion de los niveles de TRH



liberada in vitro. Estudios de hibridacion in situ  demuestran que su RNAm colocaliza

con el RNAm del receptor TRH-R] en varias regiones cerebrales.

Por lo anterior, se ha propuesto como la principal via de inactivacion del TRH
extracelular [Charli er al, 1994]. La actividad de la PPII es regulada positivamente por
hormonas tiroideas y negativamente por estrogenos [Bauer, 1988]) que actiian
directamente en la adenohipofisis; el TRH, a través de la activacion de su receptor

TRH-R1, inhibe tanto la actividad de la PPII como los niveles de RNAm [Vargas ef al,
1998).

2. FUNCIONES NEUROENDOCRINAS
2. 1Eje Hipotalamo-Hipofisis-Tiroideo.

El TRH hipofisiotropico es sintetizado en las neuronas del nucleo paraventricular
(NPV) del hipotalamo que tienen sus terminales en la eminencia media (EM) en donde
liberan el TRH que a través del sistema porta, llega a la adenohipofisis en donde se une
especificamente al receptor TRH-R1 [Boler e/ a/., 1969] estimulando la secrecion de
tirotropina (en los tirotropos) y de prolactina (en los lactotropos). La regulacion del eje
HHT constituye un sistema clasico de retroalimentaciéon negativa en el que por un lado,
el exceso de hormonas tiroideas (L-tiroxina o T4 y triiodotironina o T3) inhibe la
secrecion de TSH de la adenohipofisis [Mod et al, 1987] y por otro, actua también
negativamente sobre las neuronas NPV que sintetizan TRH [Segerson et al., 1987] (ver
figura 5). El TRH participa en la liberacion de otras hormonas, como son la hormona
del crecimiento (GH) en la adenohipofisis -sobre todo en condiciones patologicas como
el hipertiroidismo- ; la vasopresina en la neurohipdfisis y la insuhna en el pancreas

[Nillni y Sevarino, 1999; Zigmond e/ a/., 1999].

El eje HHT regula la actividad metabdlica de los organismos. Es regulado en
situaciones de estrés fisioldgico en el que las exigencias metabolicas cambian. Se ha

comprobado que en modelos animales de estrés por frio el eje HHT se activa a



diferentes niveles: en las neuronas del NPV del hipotalamo, ¢l RNAm del pro-TRH
aumenta rapida y transitoriamente [Uribe et al., 1993]. La liberacion de TRH de la EM

aumenta y consecuentemente, la TSH y los niveles de hormonas tiroideas (T3,

principalmente).
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Figura S. Regulacion de eje Hipotdlamo-Hipofisis-Tiroideo. EL TRH es liberado del hipotalamo v en la
hipéfisis provoca la Lliberacion de TSH. Esta estimula Ja prodaccion v liberacion de hormonas uroideas
que a s vez, regulan negativamente al hipotdlamo v a la hipofisis. (Tomada de Zigmond ez al.. 1999).



2.2 El estrés y el Eje Hipotalamo-Hipdfisis -Adrenal

La vida transcurre manteniendo un complejo y dinamico equilibrio llamado
“homeostasis” que se encuentra bajo constantes retos externos e internos. Durante
condiciones favorables, un organismo puede dedicarse a funciones como la
alimentacion y la reproduccion, que garantizan el desarrollo y la supervivencia de su
especie [Tsigos y Chorousos, 2002]. Bajo situaciones estresantes los organismos se
enfrentan a retos y en consecuencia a ellos, se activan diversos circuitos que en conjunto
dirigen la respuesta del organismo. Al conjunto de los circuitos que inician y mantienen
estas respuestas se le denomina eje Hipotalamo Hipdfisis Adrenal (HHA). Este sistema
responde, secretando esteroides catabolicos a la cicculacion sistémica [Herman ef al.,
2002], a retos fisiologicos que amenacen la homeostasis del individuo y tambien a
situaciones que sean percibidas como posibles amenazas (por ejemplo, presencia de un
predador, reconocimiento de contexos previamente asociados a estrés). Los esteroides
(cortiso) en humanos y corticosterona en roedores) actuan sobre numerosos tejidos,
incluyendo el cerebro en el que modulan la fisiologia y el comportamiento [Munck e¢f
al.,, 1984). La activacion del eje HHA comienza en el hipotdlamo (en las neuronas del
NPV) con la sintesis y liberacion de la hormona liberadora de corticotropina (o CRH)
que estimula la secrecion de ACTH (corticotropina) de la adenohipofisis que a su vez.
favorece la secrecion de glucocorticoides de la glandula adrenal hacia la circulacion

periférica [McEwen y Stellar, 1993].

El CRH constituye el estimulo hipotaldmico principal en el eje HHA. El CRH es un
péptido de 41 amino acidos descrito por Vale v colaboradores en 1981 [Vale et al.,
1981]. Cuando el organismo se encuentra bajo condiciones favorables, e} CRH es
secretado de manera circadica y pulsatil con 2 o 3 episodios por hora. Durante ¢l reposo,
existe un pico maximo en momentos previos al inicio del periodo activo del organismo
(diurno para los humanos, nocturno para los roedores). Este patron de secrecion es

sensible a cambios en la ingesta, a los periodos de suefio y a los de luminosidad [Van
Cauter y Turek, 2001}



Durante estrés agudo, la amplitud de la secrecion de CRH al sistema porta hipofisario

aumenta seasiblemente lo que ocasiona un aumento en la secreciéon de ACTH y en los

niveles sistémicos de corticosteroides.

La ACTH sistémica es el factor clave en la regulacion de la secrecién de
glucocorticoides adrenales que son los efectores finales de la activacion del eje HHA.
Los glucocorticoides participan en el control de la homeostasis del organismo en
situaciones estresantes: regutan la actividad del eje adrenal deteniendo la activacion del
eje al actuar en centros extrahipotalamicos. La retroalimentacion negativa de los
glucocorticoides sobre la secrecién de ACTH limita la duracidon de la exposicion del
tejido a estas hormonas, minimizando sus efectos catabolicos, antireproductivos e

inmunosupresores [Walter et al., 2001].

Los glucocorticoides ejercen sus efectos al unirse a receptores citoplasmaticos ubicuos.
En presencia de su ligando, los receptores se translocan hacia el nicleo donde
interactuan en forma de homodimeros con elementos de respuesta a glucocorticoides

(GRE) en el DNA vy regulan la transcripcion de genes blanco [Gennady et al., 2001].

El estrés fisico también es capaz de regular o causar una respuesta a nivel del eje HHT,

a través del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) [Herman et al., 2002].

Se ha propuesto que los glucocorticoides disminuyen la activacion del eje tiroideo
actuando a nivel del SNC. Estos efectos pueden ser parciaimente explicados por una
accion sobre la transcripcion del gen de TRH pues éste contiene la secuencia del
elemento de respuesta a corticosteroides y las neuronas hipofisiotroptcas TRHérgicas
podrian estar sujetas a su accion ya que contienen receptores a glucocorticoides. Existen
también evidencias indirectas que indican una relacién entre estos 2 ejes como lo es el
hecho de que el ritmo diumno en cortisol es opuesto al de TSH ademas, la admirustracion

exdgena de este glucocorticoide es capaz de disminuir el pico noctumo de TSH.
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La relacion entre estos dos sistemnas no siempre es antagomica. En ciertas patologias
como la depresién, existe un aumento en los niveles tanto de cortisol
(hipercortisolismo) como de hormonas tiroideas  (hipertiroxinermmia).  Los
glucocorticoides tienen efectos sobre la transcripcion del TRH tanto directamente, a
través de la accion sobre su transcripcion a nivel hipotatamico o bien, indirectamente al
actuar sobre otros loci del SNC: los glucocorticoides pueden alterar la estructura y
funcion de células del hipocampo y bloquear la retroalimentacion negativa hacia el
NPV. La pérdida de regulacion de los sistemas extra hipotalimicos tiene efectos sobre

las neuronas hipofisiotropicas que se traducen en alteraciones de los ejes adrenal y

tiroideo.

3. TRH EXTRAHIPOTALAMICO

En el sistema nervioso central el TRH actia como neurotransmisor y como
neuromodulador, produciendo una amplia gama de efectos en el comportamiento que

son independientes de su funcién penférica tiroidea [O Leary y O"Connor, 1995].

El TRH ha sido propuesto como un activador neuronal ya que cuando es administrado
sistémica o centralmente, aumenta e} tiempo de vigilia [Amold ez a/., 1991] disminuye
el tiempo de la narcosis inducida por B-endorfinas [Tache er al, 1977],
tetrahidrocanabinol [Bhargava y Matwyshyn, 1980], benzodiazepinas {Glue el al,
1992), barbituricos [Sharp er al., 1984, Hashimoto ef al,, 1993] y por etanol, asi como

los efectos hipotérmicos causados por éste [Breese et al., 1974; French et al., 1993].

También se ha demostrado que el TRH provoca mejorias en medidas conductuales de
memonia y aprendizaje en donde Jos sistemas colinérgico y noradrenérgico parecen estar
involucrados, siendo el TRH un facilitador de estas vias [Kasparov y Chizh, 1992; ltoh
eral., 1994 y Ogasawara ef al., 1996].

El TRH promueve la activacion del sistema locomotor, cuando es inyectado al nucleo
accumbens [Sharp et al., 1984; Miyamoto y Nagawa, 1977], area ventral tegmental,
caudado [Kalivas er al., 1987}, nicleos septales [Sharp et a/.,, 1985] o al hipotalamo
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ventromedial [Shian ef al., 1985]. Se ha propuesto que estos efectos son principalmente
mediados por el sistema dopaminérgico [Miyamoto y Nagawa, 1977].

Los experimentos de reversion del estado sedativo causado por la administracién de
drogas fueron extendidos al utilizar animales en estado de sedacion natural, como
ocurre en los animales que pasan por un periodo de hibernacion. En éstos, el TRH
inyectado en el hipocampo dorsal produce el restablecimiento de la actividad general
del animal (Winokur, 1988) pero si el péptido se inyecta en animales conscientes, los
efectos son mhibidores. Este fue uno de los primeros trabajos en Jos que se propuso que
los efectos del TRH son estado-dependientes 1o que resulta en el restablecimiento de la
homeostasis del sistema [Gary ef al., 2003] .

La inyeccion sistémica de TRH aumenta la liberacion de dopamina (DA) en el nucleo
accumbens [Heal ef al., 1981]; aumenta la actividad de la via colinérgica en los sistemas
septo-hipocampal y nucleo basal-cortical [Giovannini ef a/., 1991]. Existen evidencias
de que el TRH activa la via GABAérgica y de que compite con el sitio de union a las

benzodiazepinas en el receptor ionotropico GABA [Fleming y Todd, 1994].

4. FUNCIONES DEL SISTEMA LiMBICO

Hemos mencionado que la administracion del TRH despliega una serie de conductas
que involucran al sisterma limbico; ademas, tanto el TRH como los demas elementos
que participan en la transmision TRHérgica (fos receptores TRH-R1 y TRH-R2, PPII)
se encuentran también presentes en estas regiones. La siguiente seccion descnbe

antecedentes pertinentes a la comprension del sistema limbico.

4.1 Las emociones son el resultado de procesos neurales.

Una de las primeras teorias sobre la generacion de las emociones a nivel del sistema
nervioso central fue la propuesta por Walter Cannon [Cannon, W. B, 1927] y Philip
Bard {Bard, P., 1928] quienes propusieron que el hipotalamo era la region central en la
generacién de respuestas emocionales. Posteriormente, James Papez propuso un

esquema de los circuitos neurales involucrados en las emociones, conocido como el
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Circuito de Papez, figura 6 [Papez, J. W, 1937]. La idea central de su propuesta sostiene
que los estimulos son recibidos en el talamo de donde divergen hacia dos vias: la del
“pensamiento” y la del “sentimiento”. La primera es transmitida del tdlamo hacia las
cortezas sensoriales, en particular, hacia la corteza cingulada. A través de este circuito,
Papez propuso que las sensaciones eran transformadas a percepciones, pensamientos y
memorias. La via del sentimiento parte del tilamo hacia los cuerpos mamilares y de ahi

hacia regiones periféricas, generando las emociones.

f
Sensory ¢ — Cngulate conex —_—
(o o

Hippocampus [ Antesior thalamus -]

] |
1

Figura 6. Circuito de Papez. Papez sostenia que los mensajes sensoriales concernientes a estimulos
emocionales llegaban al tilamo de donde son enviados hacia la corteza (via del pensamiento) y hacia el
hipotdlamo (via de las sensaciones). Propuso una serie de conexiones del hipotalamo hacia el talamo
anterior (1) y hacia 1a coneza cingulada (2). Las experiencias emocionales ocurten cuando la corteza
cingulada integra las sefiales provenientes del hipotdlamo junto con informacion de las cortezas
sensoriales. Eferencias de la corteza cingulada al hipocampo (3) y de éste al hipotalamo (4) permite
control cortical (central) de las respuestas emocionales (Dalgleisiu 2004).

En 1949, Paul MacLean propuso un nuevo modelo al que llamé Sistema Limbico
[MacLean, P. D., 1949]. Basado en las teorias anteriores y en nuevos estudios
anatémicos que demostraban que los lobulos temporales jugaban una parte central en la
neurofisiologia de las emociones [Kluver, H. y Bucy, P. C., 1937], MacLean dividi6 la
arquitectura cerebral de las emociones en tres partes. La primera, compuesta por el
complejo estriado y los ganglios basales, comprende los componentes mas primitivos de

las emociones (miedo y agresion). La segunda parte estd compuesta por la mayoria de
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las regiones que constituyeron el circuito de Papez ademas de la inclusidn de la
amigdala y la corteza prefrontal. Estas estructuras fortalecen las respuestas emocionales
primitivas y elaboran también las emociones sociales.

Finalmente, el tercer componente de Ja teoria del Sistema Limbico de MacLean agrega
la neocorteza como le regidn que aporta aspectos cognitivos a los emocionales y regula

tas respuestas periféricas desde el SNC. (ver figura 7.)

nICATE QY
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Figura 7. Sistema Limbico de MacLean. Teoria sobre Ja neuroanatomia funcional de las emociones. La
estructura central de la teoria del sistema limbico de MacLean es el hipocampo (ilustrado coro un
caballito de mar). De acuerdo con MacLean, el hipocampo recibe entradas sensoriales del exterior asi
como informacién del estado interno del cuerpo. Las experiencias emocionales son una funcién de la
integracion de las vias de informacién interna y externa (Dalgleish, 2004).

4.2 Ansiedad

La ansiedad es un fendmeno humano emocional comin que ocurre en respuesta a
estresantes psicoldgicos o ambientales. Es una respuesta adaptativa pues permite el
establecimiento de un estado de alerta y consecuentemente, el despliegue de conductas
en respuesta al estimulo aversivo [Gross y Hen., 2004]. La ansiedad resulta patoldgica
al presentarse ante un estimulo que no es ni nocivo ni amenazante, o incluso sin causa
alguna [Clement y Chapoutihier, 1998]. Tanto el miedo como la ansiedad son elementos

cruciales de la respuesta conductual y autonémica al estrés y han sido descritas en todos



los mamiferos por lo que se consideran mecanismos “universales” de adaptacion a

condiciones adversas. [Gross y Hen, 2004].

Sin embargo, la ansiedad patologica es una enfermedad de alta incidencia que puede
interferir seriamente con el desarrollo de un individuo en sociedad y en su vida privada.
La clasificacién aceptada internacionalmente es la elaborada por la Asociacion
Americana de Psiquiatria en el Manual Diagnostico y Estadistico (DSMMD IV
Washington DC., 1994]. En este documento se reconocen seis subtipos de ansiedad:
trastomo de ansiedad generalizada, fobia social, fobia simple, trastorno de panico.
trastomo de estrés ﬁost-traumético y trastorno obsesivo-compulsivo. Los trastomos de
ansiedad son las patologias psiquiatricas de mayor prevalencia tanto en México
[Medina-Mora et al., 2003} como en Estados Unidos [Lepine, 2002]. En ese pais, estas
patologias afectan al 13.3% de la poblacion adulta (19.1 millones de personas en el
rango de edad 13-54 afios) [Anxiety Disorders Assiciations of America, 2003} y su
tratamiento tiene un costo anual aproximado de 42 mil millones de délares lo que
constituye casi un tercio del presupuesto anual estadounidense en salud [Greenberg,
1999]. En México, un estudio realizado por el Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon
de la Fuente, reporta que el 14.3% de la poblacion mexicana adulta ha experimentado
algin trastorno de ansiedad al menos una vez en su vida [Medina-Mora et al., 2003].
Resulta evidente la necesidad de crear nuevas alternativas de atencion y tratamiento de
este tipo de padecimientos y un jnicio fundamental para lograrlo es la investigacion

basica de los fenomenos bioquimicos y las alteraciones fisiologicas que subyacen 2 los
trastornos de ansiedad.

4.3 Sustratos anatomicos de la ansiedad.

El organismo en conjunto esta involucrado en la respuesta y modulacion de los estados
de ansiedad los cuales interactian con todos los sistemas: motor, sensorial, endécnno,
inmune, cardiovascular y por supuesto, el neural [Gross y Hen, 2004}. Los estudios
farmacolégicos, las investigaciones clinicas y en afios recientes, el estudio a partir de

animales genéticamente modificados, han demostrado que existe una gran diverstdad de
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mecamismos neuronales involucrados en la etiologia, modulacion y tratamiento de la
ansiedad (Millan, 2003.).

Ya que la ansiedad es un tipo de emocion, las estructuras y circuitos mencionados en los
parrafos anteriores estin involucrados en su procesamiento, regulacion y expresion. Una
gran cantidad de estructuras limbicas y corticales interconectadas bhan sido implicadas

en Jos mecanismos emocionales y cognitivos que subyacen los estados de ansiedad.

Se reconoce a la amigdala como el “epicentro” de los eventos que modulan las
respuestas al miedo tanto er humanos como en animales experimentales y, como un
sitio de accion de agentes que reducen la ansiedad (farmacos ansioliticos). La amigdala
posee un patrdn extenso de conexiones reciprocas con estructuras corticales, limbicas,
monoaminérgicas y otras estructuras involucradas en las respuestas conductuales,
enddcrinas, emocionales y autondémicas al estrés [Petrovich et al, 2001]. En la
amigdala, las vias aferentes se derivan principalmente del nucleo central amigdalino
(CeA) y de los nicleos basales de la “estria terminalis’ (BNST) mientras que el
complejo amigdalino basolateral (BLA) principalmente recibe y filtra entradas
sensoriales corticales y subcorticales (del talamo) [Petrovich et al., 2001 y Cardinal et
al., 2002]. La amigdala proyecta a diversas regiones del mpotalamo que activan el
sistema nervioso simpatico y endocrino induciendo la liberacion de las hormonas del
estrés como la hormona liberadora de corticotropina (CRH) [Cardinal et al., 2002}.
Otra proyeccién del nucleo central de la amigdala es la que conecta hacia diferentes
sitios de la materia gris periacueductal que al ser estimulada inicia las respuestas
analgésicas descendientes (que involucran a los opioides) que pueden entonces suprimir
la sensacion de dolor en una emergencia y que, al mismo tiempo, activan las respuestas

al estrés especie-~especificas, (por ejemplo, el comportamiento de congelamiento).

Ewvidentemente, tratar de explicar un fenémeno tan complejo como la ansiedad,
considerando solamente una estructura del SNC como la amigdala seria cuando menos,
reduccionista. Con el proposito de presentar un panorama mas integral de los sustratos

anatdémicos involucrados en la ansiedad, a continuacion describo dos modelos en los

17



que se proponen mecanismos y circuitos que estan mvolucrados en las patologias y
comportamentos de ansiedad. El primero presenta las relaciones entre diversos
neurotransmisores que en concierto producen un estado de tipo ansioso, mientras que el
segundo propone un modelo en el que se resalta la activacion del eje neuroendocnno
que controla la secrecion de glucocorticoides.

Tanaka y colaboradores publicaron en el 2000 un modelo en e} que consideran que, el
aumento de noradrenalina (NA) liberada en el hipotalamo, Ja amigdala y el locus
coeruleus durante la exposicion a estimulos aversivos 0 amenazantes es e] evento mas
importante en la generacidon de un estado de ansiedad. Los estimulos estresantes del
ambiente, asi como algunos farmacos tipicamente ansiogénicos (yohimbina que actua
via los a-adrenoreceptores y [-carbolinas via los receptores a benzodiazepinas, como
agonista inverso) aumentan la liberacién de noradrenalina en el hipotalamo, 12 amigdala
y el locus coeruleus provocando ansiedad. Las situaciones estresantes y las vias
CRHérgicas pueden también aumentar la actividad noradrenérgica y por lo tanto estar
involucradas en la ansiedad. Por otro lado, los ansioliticos actuan via los receptores a
benzodiazepinas, fortaleciendo la via GABAérgica, 0 via los receptores a opioides como
la morfina y la met-encefalina. En ambos casos, sus efectos son la atenuacion del

aumento de liberacion noradrenérgica, disminuyendo la ansiedad y el miedo.

Otra aproximacion a los mecanismos que se activan en los estados de ansiedad es la
sobre-activacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-adrenal (HHA). Se postula que los
mecanismos de retroalimentacion negativa normales estan alterados y como resultado,
los niveles de corticosteroides sanguineos permanecen altos durante largos periodos de
tiempo. Los corticosteroides estimulan Jas vias CRHérgicas en la amigdala central y en
los nucleos basales del estriado que proyectan al locus coeruleus, donde activan vias
noradrenérgicas. En el NPV fortalecen la via CRHérgica que desciende al tallo cerebral
estimulando vias noradrenérgicas. En el nicleo de Rafé, estimulan la actividad
serotoninérgica. Las vias noradrenérgicas innervan el hipocampo, la amigdala vy la
corteza mientras que la via serotoninérgica proyecta hacia el hipocampo, la amigdala y
el septum. El aumento de la neurotransmision noradrenérgica y serotoninérgica en

regiones limbicas causan un estado de ansiedad.
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Los dos modelos mencionados ilustran la complejidad de los fenomenos emocionales
como la ansiedad, en donde las interacciones entre sefiales quimicas y sustratos

neuronales actian en concierto causando respuestas fisiologicas y conductuales
complejas.

S. MODELOS ANIMALES DE ANSIEDAD

Los modelos animales de patologias humanas han sido utilizados para ayudar a
identificar las anormalidades bioquimicas y fisiologicas que acompafian al estado
patolégico, asi como para dirigir las estrategias en su tratamiento [Secar et al., 200].]
Por esta razén, los modelos animales son una herramienta indispensable para estudiar

los trastonos del comportamiento.

En la caracterizacion de los estados de ansiedad y su modulacion, el uso de modelos
conductuales es indispensable. Existe una gran variedad de paradigmas experimentales
de ansiedad que involucran comportamientos naturales o aprendidos (no-condicionados
y condicionados) [Millan, 2003.). Sin embargo, una de las grandes dificultades en el
disefio y uso de €stos es la falta de parametros concretos que reflejen “ansiedad” per se.
Las respuestas provocadas en los animales son fisioldgicas y no patolégicas aun asi, Jos
modelos son disefiados de tal manera que producen reacciones fisiologicas similares a
las patologias humanas. E! conocimiento que se tiene hoy en dia sobre los trastornos

emocionales se debe, en gran medida, a los estudios realizados a partir de modelos

ammales.

En los modelos animales de ansiedad, la respuesta del animal a la situacion a la que es
sometido en las pruebas es adaptativa, por lo que en éstos se mide un estado fisioldgico
y no uno patoldgico. Sin embargo, la diferencia entre los cambios bioquinucos que
ocurren en la ansiedad fisiologica y los de la patologica, son la intensidad y la
frecuencia, por lo que estos modelos pueden tener un valor predictivo para el estado
patoldgico. Estos experimentos se han enfocado en medidas fisiologicas y conductuales
que se parezcan a las observadas en la ansiedad humana asi como en procedimientos

conductuales que permitan la identificacion de agentes farmacoldgicos que reduzcan o
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eliminen especificamente la ansiedad patoldgica. Lo primero permite detenminar los
eventos causales y las alteraciones bioquimicas y fisioldgicas concomitantes asociadas a
la ansiedad; lo segundo, permite dilucidar manipulaciones ambientales y

farmacologicas que puedan modificar la ansiedad {Weiss y Uhde, 1990].

Se han disefiado una gran variedad de modelos animales que examinan de manera
particular la gran variedad de factores involucrados en la ansiedad, éstos pueden
clasificarse en tres grupos. En el primero las pruebas estan basadas en conflicto o en
miedo condicionado. En el segundo, la ansiedad es generada por un estimulo novedoso

y en la tercera, la ansiedad es inducida quimicamente [Koob ef al., 1998].

Las tres caracteristicas basicas de los modelos animales de ansiedad son: selectividad,
potencia relativa y sensibilidad dosis-dependiente. La selectividad se refiere a que el
modelo no esté afectado por sustancias que sean efectivas en otros modelos de
desordenes del comportamiento. La potencia relativa implica que Ja magnitud del efecto
sobre el parametro conductual indicativo de ansiedad, es diferente al usar diferentes
tratamientos o farmacos. La sensibilidad dependiente de [a dosis indica que la conducta

ansiosa del animal variara dependiendo de la cantidad de farmaco administrada.

Otra herramienta muy Util en el estudio de la ansiedad, es utilizar cepas de animales
que han sido seleccionadas por tener caracteristicas iutiles en el estudio de patologias
humanas. Un ejemplo de esto es la cepa de ratas llamada Wistar Kyoto que fue
originalmente criada como e! control normotenso de las ratas espontineamente
hipertensas (SHT) [Okamoto y Aoki, 1963]. La cepa Wistar Kyoto se caractenza por
mostrar respuestas conductuales y fisiologicas exageradas ante un estresor bajo una gran
variedad de situaciones en comparacidn con otras cepas. En respuesta a situaciones
estresantes, presentan secrecion aumentada y mantenida de ACTH [Rittenhouse ef al.,
2002; Lopez-Ruvalcaba y Lucki, 2000], son mas susceptibles a desarrollar ulceras
gastricas de mayor tamafio y severidad en comparacion con otras cepas [Paré, 1990 y
Paré, 1994] y despliegan conductas indicativas de mayor estrés como la de

congelamiento (el animal permanece sin movimiento pero tenso) ante un estimulo
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aversivo. Se ha propuesto como una cepa severamente ansiosa [Paré, 1994; Paré, 1992]
en la que probablemente Ja causa del estado de ansiedad sea la regulacion deficiente del

eje adrenal o su alta sensibilidad at estrés ambiental.

5.1 Modelo de Ansiedad de Enterramiento Defensivo

El modelo de ansiedad utilizado en este trabajo se denomina “Modelo de Enterramiento
Defensivo” (ED). Fue propuesto en 1981 por Treit, Pinel y Fibiger para medir los
efectos ansioliticos de farmacos como el diazepam, clordiazepdxido y pentobarbital.

Puede clasificarse dentro de Jos modelos que inducen ansiedad por un estimulo

novedoso (Treit et al., 1981).

En el modelo de ED se utiliza una caja de acrilico que tiene alrededor de 5 cm de
aserrin fino en el fondo y un electrodo insertado a través de una de las paredes. Durante
fos 3 dias previos a la prueba, los animales son habituados al ambiente de
experimentacion para lograr que las respuestas se deban al procedimiento experimental
y no a la manipulacién. En el dia de la prueba, el animal es introducido a la caja de
experimentacion, la explora y eventualmente se encontrard con el electrodo. Cuando el
animal entra en contacto con é€l, ocurre una descarga eléctrica leve de 0.3 mA. La
reaccion del aumal generalmente es la de enterrar el electrodo con el aserrin hasta que
lo esconda dado que éste es identificado como la fuente de los estimulos aversivos. La

prueba dura 10 minutos y cada sujeto expernimental es sometido una sola vez al

protocolo de experimentacion.
El comportamiento se registra de acuerdo a los siguientes parametros [Treit, 1981]:

o Latencia de enterramiento (LE); tiempo registrado desde el inicio de la prueba hasta
que la rata empieza a enterrar el electrodo. Es una medida de reactividad.
¢ Tiempo de enterramiento (TE); tiempo total que las ratas emplean en enterrar el

electrodo. Es la medida directa de ansiedad en la que a mayor tiempo de

enteframiento, mas ansiedad
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¢ Numero de choques recibidos antes de empezar a enterrar ¢l electrodo, después de
desplegar dicha conducta, y en total.

e Numero de exploraciones al electrodo.

¢ Numero de exploraciones al aire.

e Observaciones generales del comportamiento del animal durante la prueba.

(congelamiento, acicalamiento, movimiento excesivo, etc.)

La prueba se registra en un sistema de videograbado, de tal manera que el investigador
no interfiere en la prueba mientras ésta se lleva a cabo y el andlisis del comportamiento
puede realizarse con mayor precision. Los experimentos se realizan en el pertodo de
oscuridad del ciclo luz-oscuridad de las ratas, tomando en cuenta que estos animales son

nocturnos, por o que se encuentran mas activos en la fase oscura de su ciclo.

El modelo de ED posee ventajas que lo hacen especial. 1) Para los roedores, el
comportamiento de enterramiento es innato; el animal no tiene que aprender a
reacctonar ante el estimulo aversivo del choque eléctrico por lo que su respuesta es muy
cercana a lo que ocurnria en la naturaleza. 2) La medida conductual que indica
ansiedad, es un comportamiento activo por lo que resulta evidente y sencillo detectar y
cuantificar cambios que alteren esta respuesta. 3) Se ha probado que este modelo es
sumamente sensible puesto que la respuesta de ED, depende tanto del estado hormonal
como de la etapa del desarrollo en que se encuentre el animal (Lopez-Ruvalcaba er al.,
1996). Estas caracteristicas hacen ideal el uso de este modelo en este trabajo, debido al
objetivo de encontrar cambios enddgenos en una via de sefializacion y relacionarlos con

parametros conductuales.

6. TRH Y MODELOS ANIMALES DE PATOLOGIAS HUMANAS.

Existe evidencia clinica que sugiere la participacién del TRH en patologias humanas
emocionales como la depresion. En pacientes clinicamente deprimidos, se ha
documentado un aumento en concentraciones de TRH en el fluido cerebro-espinal

(Nemeroff y Evans, 1989 y Fossey et al., 1993] y tanto en deprestdn como en trastornos
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de anstedad, se ha reportado que la secrecion de TSH al torrente sanguineo en respuesta
a un estimulo d¢e TRH a mvel hipofisiario, es exagerada en comparacion con la
secrecién que ocurre en individuos clinicamente sanos [Loosen y Orange, 1998 y Tukel

et al, 1999] que es indicativo de una regulacion deficiente del eje HHT en estas
patologias.

Exaste una relacion evidente entre los trastomos de ansiedad y la depresion que puede
deberse a sustratos anatomicos comunes, tanto a nivel neuronal como en los ejes

neuroenddcrinos. Lo que si es claro, es que la concurrencia de estos dos fendmenos es

altisima.

Utilizando modelos animales de depresion, se ha tratado de determinar si el TRH posee
actindad antidepresiva [Prange et al., 1972]. Aunque los resuitados no han sido
contundentes, [Drago et al,, 1990 y Thomson y Rosen 2000] se ha podido establecer que
la inyeccion periférica y central de TRH disminuye marcadores conductuales de
depresion en la prueba de nado forzado de Porsolt [Porsolt et al.,, 1977 y 1978] [Drago
et al., 1990, Pecara, 1997 y Satin y Pecara 1992].

Han sido pocos los estudios en los que se analice la funcién del TRH en la ansiedad. La
mayoria de éstos analizan los efectos de TRH exdgeno sobre medidas conductuales.
Uno de estos trabajos es el reportado por Thomson y Rosen en el 2000 en el que
demuestran que la administracion intracerebroventricular (i.c.v.)) de 12.5 pg TRH
disminuye la amplitud de la respuesta al sobresalto acistico. Este efecto es
independiente de Ja activacion del eje HHT pues no altera la concentracion sérica de T3
ni T4. Los autores proponen que el TRH puede reducir niveles de miedo o ansiedad
aunque también se considera que los efectos observados se podrian deber a que el TRH
aumente la actividad locomotora del animal 0 a que el TRH afecte el estado de alerta y

no ¢l miedo o ansiedad tinicamente [Thomson y Rosen, 2000].
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III. HIPOTESIS

1. HIPOTESIS GENERAL

Cambios en contenido de TRH y/o de su RNAm en regiones del sistema limbico de
ratas sometidas al modelo de ansiedad de enterramiento defensivo permiten involucrar a

la via TRHérgica en los procesos centrales relacionados con la conducta de ansiedad.

2. HIPOTESIS DE TRABAJO

La actividad de una via peptidérgica puede ser medida indirectamente cuantificando
diferentes elementos durante la sintesis, transporte, maduracion, liberacién e

inactivacion de un péptido.

El TRH se deriva de una molécula mucho mas grande [Yamada et al., 1990] que es
procesada enzimaticamente desde su sitio de sintesis en el citoplasma hasta el de su
liberacién en la terminal sindptica. Una vez maduro y empaquetado en vesiculas de
liberacion, en respuesta a estimulos eléctricos, éstas vesiculas se funden con la
membrana de la terminal sinaptica y el péptido es liberado al espacio extracelular en
donde puede difundirse azarosamente hasta establecer un contacto especifico molécula-

molécula (con sus receptores especificos o con la enzima que lo degrada).

La vida media del TRH libre en el espacio extracelular es muy corta (en el plasma es de
5 min.) debido a la gran eficiencia degradadora de la enzima responsable de su
inactivacion, la PPII que se encuentra localizada en las membranas de las terminales
sinapticas de las neuronas presumiblemente post-sinapticamente [Joseph, 1994]. Se ha
demostrado que las enzimas citosolicas que degradan a la TRH no estdn sujetas a
regulacion y, al menos que por algun proceso patologico el péptido se libere de la
vesicula al interior de la célula, las peptidasas no tienen acceso al TRH [Charli, 1998].
Por lo anterior, se considera que el contenido de TRH de un tejido en un momento
especifico refleja la cantidad de péptido intracelular y no el péptido en el espacio
extracelular. En nuestro trabajo el contenido de TRH por region es un indicador directo
de la cantidad de TRH maduro y que se encuentra listo para ser liberado al espacio
extracelular: los cambios en el contenido tisular reflejaran, principalmente, cambios en

liberacion. A los tiempos utilizados en este trabajo (30 y 60 min) proponemos que los
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cambios en concentracion de TRH son debidos al aumento o a la disminucién en la
liberacion de TRH.

La cuantificacion del RNAm del pro-TRH nos indica, por otro lado, la activacién
biosintética de la neurona en donde un aumento en el mensajero de la pro-hormona es
interpretado como un aumento en la sintesis, sobretodo cuando va acompaifiado de una
disminucién en la concentracion de TRH en la misma region. Si bien esta es la
interpretacion mas inmediata, nuestro protocolo experimental no permite afirmar que
los cambios en el RNAm se reflejen en cambios en la cantidad de péptido maduro o
biolégicamente activo. No se han hecho experimentos de pulso y caza, que indiquen el
tiempo que tardaria un aumento en los niveles d¢ RNAm en reflejarse en aumento de
concentracién de TRH. Evidencias con otros péptidos, y en células en cultivo hacen
suponer que el tiempo minimo para ver un aumento en TRH a partir de un aumento en
la sintesis, es de 2 h. A los tiempos definidos en este trabajo, no esperamos detectar, a

nivel del péptido maduro, los cambios que observamos en el mensajero.

En respuesta a un estimulo neural como la exposicion al frio (que activa el eje
hipotalamo-hipéfisis-tiroideo) o la succioén de las crias (que causa una liberacion en
prolactina) los niveles de RNAm de pro-TRH aumentan en forma rapida y transitoria
(60 y 30 min respectivamente) y se observa un aumento en la concentraciéon de
tirotropina sérica [Uribe, et al. 1993 y Uribe et al., 1991]. En el sistema limbico, la
estimulacién eléctrica subumbral de la amigdala, incrementa los niveles de RNAm de
Pro-TRH y se presentan cambios en el contenido de TRH que correlacionan con la
actividad epileptogénica de las regiones [de Gortari, et al., 1998; de Gortari, et al.,
1998]. Esto nos permite hipotetizar que las alteraciones en los niveles TRH 6 de su

RNAm implican participacion de las neuronas TRHérgicas ante un estimulo estresante.
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IV. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL:

Establecer si la via TRHérgica participa en la conducta de ansiedad en un modelo

animal.
2. OBJETIVOS PARTICULARES:
Analizar el efecto del estrés en los cambios bioquimicos del metabolismo del TRH.
Evaluar la posible participaciéon de la via TRHérgica en la conducta de ansiedad
analizando su metabolismo en estructuras del Sistema Limbico de la rata durante la
prueba de Enterramiento Defensivo por medio de:

— Cuantificacion del contenido de TRH por RIA,

— Analisis semi-cuantitativo del RNAm de pro-TRH y de sus receptores
(TRH-R1 y TRH-R2) por medio de RT-PCR

Comparar la conducta y el metabolismo del TRH de las cepas Wistar y Wistar Kyoto

durante el Enterramiento Defensivo.

Evaluar el posible efecto de la administracion central de TRH exdégeno en el

comportamiento de ansiedad.
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V. MATERIALES Y METODOS

1. ANIMALES Y MODELO EXPERIMENTAL

1.1 Animales

Se utilizaron ratas macho adultas (249-350 g) de las cepas Wistar (n = 30) y Wistar
Kyoto (n = 55) se mantuvieron en grupos de 10 por caja, en el bioterio del
Departamento de Farmacologia del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
(CINVESTAYV), Unidad Sur del Instituto Politécnico Nacional (IPN) con ciclos de luz-
oscuridad invertidos (periodo de luz de 22:00-10:00); con acceso ad libitum a agua y
comida. Los cuartos de habituacién y experimentacion estuvieron frente al bioterio bajo
el mismo ciclo de luz-oscuridad y las pruebas se realizaron durante la fase oscura del
mismo. Una vez concluido el tratamiento, los animales fueron sacrificados por
decapitacion. Para el experimento de inyeccion de TRH se utilizaron 20 ratas de la cepa
Wistar (bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM) de 286-352 g se
mantuvieron hasta el dia de la cirugia en cajas de 10 ratas en el bioterio del Instituto
Mexicano de Psiquiatria Ramoén de la Fuente Muiiiz con agua y comida ad libitum
(LabDiet). Después de la cirugia las ratas se mantuvieron en cajas individuales y fueron
manipuladas diariamente en las instalaciones del mismo bioterio. Excepto el grupo
control intacto que no fue manipulado. Las implantaciones de canulas fueron realizadas
por Adridn Martinez en el laboratorio de electrofisiologia. Las habituaciones,
inyecciones de TRH, pruebas conductuales y sacrificio fueron realizados en el
laboratorio de Farmacologia Conductual. Ambos laboratorios pertenecen al area de
Neurociencias del Instituto Mexicano de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz (IMP-

RFM). Después de los tratamientos, las ratas fueron sacrificadas por decapitacion.

1.2 Prueba de Enterramiento Defensivo (ED)

Todas las pruebas de ED se realizaron siguiendo el protocolo que se describe a
continuacién, independientemente de la cepa de ratas o del tratamiento.

Durante los tres dias previos a la prueba conductual los animales fueron habituados al
contacto humano, al cuarto de experimentacion y a la cdmara de experimentacion sin

electrodo una vez por dia.
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La prueba dur6é 10 min y cada animal era expuesto a ella una sola ocasion. La camara
de experimentacion era de acrilico y dimensiones de 27 x 16 x 23 cm. Al inicio del
experimento, las ratas son colocadas en la esquina opuesta al electrodo y el investigador
abandona el cuarto. Frente a la cdmara se colocé una videograbadora [Sony] que
registrd todos los movimientos del animal durante la prueba. Después de 10 minutos, se

retir0 a la rata de la caja de experimentacion, se detuvo la grabacion y se limpid el

aserrin y la caja.

Pardmetros conductuales:

A partir de las cintas de video de los animales sometidos a la prueba de ansiedad, se
cuantificaron los siguientes parametros: Tiempo de enterramiento (7E en segundos),
latencia al enterramiento (LE en segundos), numero de choques totales (CH), choques
antes (CHa) y choques después (CHd) de que el animal desplego el comportamiento de
ED. También se cuantificaron las exploraciones al aire (EA), se tomd en cuenta como
exploracion cuando el animal mantuvo una posicidn vertical con ambas extremidades
superiores suspendidas en el aire y las exploraciones al electrodo (EE) que ocurrian

cuando el animal se acercaba al drea del electrodo sin que recibiera una descarga.

2. PARADIGMA A
Estos experimentos se complementan con un experimento anterior en el que se
utilizaron 40 ratas macho adultas de la cepa Wistar y que es referido como

Experimento Preliminar.

Se realizaron dos protocolos de enterramiento defensivo utilizando ratas macho adultas
intactas. En el primero se utilizaron ratas de la cepa Wistar Kyoto (WKY) (n =25) y
en el segundo, se utililizaron ratas tanto de la cepa Wistar como de la Wistar Kyoto (n =

30 de cada cepa). Todas las ratas fueron habituadas los 3 dias previos al experimento.
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2.1 Grupos

1. Control Habituado (CH): Ratas sacrificadas directamente, es decir, sin otro periodo
de manipulacion n =6 *.

2. Controles experimentales (CE): Ratas que fueron habituadas por cuarta ocasion. Se
subdividi6 este grupo en dos en funcion del tiempo transcurrido desde el término de
la habituacion hasta el momento de sacrificio, que fue de 30 6 60 min (CE 30 y CE
60, respectivamente) n = 6 *,

3. Experimentales (E): Ratas sometidas al protocolo de enterramiento defensivo. Se
subdividi6 este grupo en dos nuevos en funcién del tiempo transcurrido desde el
término de la prueba y hasta el momento de sacrificio, que fue de 30 6 de 60 min (E
30 y E 60, respectivamente) n = 6 *.

*excepto un experimento de la cepa Wistar Kyoto que tuvo n = 5 en cada grupo.

3. DETERMINACIONES BIOQUIMICAS

3.1 Preparacion de muestras

Los animales se sacrificaron por decapitacion en los tiempos definidos por el grupo al
que pertenecieran, se colectd la sangre y una vez coagulada se separd el suero
centrifugando a 5000 x g durante 10 min y se guardé a —20° C hasta la cuantificacion de
corticosterona y tirotropina séricas. Los cerebros se extrajeron, se colocaron en hielo

seco y se almacenaron a —70° C en un ultracongelador [Thermo forma ultra freezer].

Se utilizo el atlas de Palkovits [Palkovits y Brownstein, 1988] para realizar los cortes y
disecar hipotalamo, nicleo accumbens, corteza frontal, amigdala, hipocampo y septum
En uno de los experimentos, el hipotalamo se dividié en medio basal (eminencia media,
EM) y region medial superior (que contiene el NPV). Todas las disecciones se
realizaron sobre hielo seco. El lado izquierdo y el derecho se almacenaron por separado
(tubos Eppendorf nuevos) en un ultracongelador a -70° C, ya que el lado derecho de
todas las regiones y en el caso del hipotilamo, el corte que contenia al PVN, se
utilizaron para el anilisis semi-cuantitativo de RNA mensajero de TRH, de sus

receptores (TRH-R1 y TRH-R2), de CRH y de GR por RT-PCR. Los lados izquierdos
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de cada region y el corte que contenia la eminencia media (EM) del hipotalamo, fueron

utilizados para el radioinmunoensayo de TRH.

3.2 Extraccion de la Hormona Liberadora de Tirotropina (TRH)

Los tejidos se sonicaron en 500 pul de acido acético [Merck] al 20 %. El homogenado se
centrifugd a 20800 x g durante 15 min a 4° C [Eppendorf Centrifuge 5810 R]. Se
obtuvieron 420 ul del sobrenadante al que se agregaron 800 pl de metanol al 100% [J.T.
Baker], se agit6 [Daigger Vortex Genie 2] y se mantuvieron a —20° C durante 12 horas
[Congelador y Refrigerador General Electric Profile]. Las muestras se centrifugaron a
10500 x g durante 15 min a 4° C; el sobrenadante se recuperd y secé en el concentrador
por vacio [Speed Vac Concentrator Savant]. El sedimento se utiliz6 para la

cuantificaciéon de TRH por radioinmunoensayo.

3.3 Radioinmunoensayo (RIA) de TRH

El RIA es un ensayo de “unién competitiva” que se basa en la competencia entre el
ligando frio de las muestras y el marcado, en este caso, TRH-iodinado (I125 TRH). El
anticuerpo anti-TRH y las condiciones de ensayo fueron previamente optimizadas
[Joseph-Bravo et al., 1979; Méndez et al., 1987]

El TRH se iodin6 por el método de cloramina T utilizando 1'% [Perkin Elmer] y una
columna de sephadex.

El RIA se llevo a cabo en una solucion amortiguadora de fosfatos 50 mM a pH 7.5
(Becker) y 25% BSA. Las muestras problema, antigeno estandar o iodinado, asi como el
anticuerpo se diluyeron en esta solucidn.

Los extractos de tejido se resuspendieron en buffer-RIA: hipotalamo y corteza: 500 ul.;
nucleo accumbens, septum, amigdala e hipocampo: 250 pl.; hipotdlamo mediobasal
(EM): 2 ml.

Mezcla de incubacion

100 pl. de anticuerpo contra TRH (R,),
100 pl de solucién conteniendo TRH estdndar o muestras problema (extractos)

100 ul de buffer RIA conteniendo 5000 cpm de I'> TRH.
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Para la preparacién de la curva estandar se hicieron, previamente, diluciones de TRH
[Sigma] que contenian en 100 ul concentraciones de 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000
y 2000 pg de TRH y se analizaron por triplicado.

Se incluyo, ademés, un “estandar interno” que consistio en un extracto de hipotalamo de
rata utilizado a 4 diluciones. Este debe comportarse en forma paralela a la curva
estandar y debe dar valores equivalentes en los RIAs realizados a distintos tiempos.

A los tubos de 0 pg, no se afiade muestra problema ni estandar (se afiadi6 buffer, marca
y anticuerpo); a éstos se les denominé By. Adicionalmente, se prepararon 3 tubos que

contenian tnicamente 100 ul de I'*

TRH que no fueron centrifugados para obtener la
radiacion total (cuentas totales = T). Las muestras problema se analizaron por
duplicado. Se prepard un tubo de pegado inespecifico que solo contenia marca I'* TRH
y 200 pl de buffer.

Los tubos se agitaron y se dejaron incubar durante 36-48h a 4°C. Posteriormente, se
afiadi6 Iml de etanol frio [Merck] se agitaron (precipitacion del antigeno unido al
anticuerpo) y se centrifugaron a 980 x g por 30 min a 4°C [Beckman J-6B]. El
sobrenadante se succioné con un extractor en la camara de radioinmunoensayo y se
leyeron las cuentas por minuto (cpm) en un aparato de conteo de radiaciones gamma
[LKB Wallace Miligamma Counter].

Se transformaron los valores en cpm de las curvas estandar y de las muestras utilizando
el Software “enri” de transformacion matematica a través de una regresion logit-log, a
picogramos (pg) de TRH. Los RIA tenian una variacion intra e interensayo del 15% y

sensibilidad entre 20 y 2000 pg.

3.4 Radioinmunoensayo de TSH

Se realiz6 una dilucion 1:3 de todas las muestras de suero problema por duplicado,
tomando: 50 ul de suero y 150 ul de buffer RIA (50 mM de fosfato a pH 7.5 y 150 mM
de NaCl [J.T. Baker]).

El anticuerpo (Ab) contra TSH [NIDDK] se prepar6 a una dilucion de trabajo de
1:375,000.

La TSH fue indinada (***I-TSH) [NIDDK] por el método de Cloramina-T y la solucion
de trabajo contenia 10,000 cpm en 100ul.
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Mezcla de incubacién

100 pl de anticuerpo contra TSH

200 ul de solucion conteniendo TSH estandar o muestras problema

100 pl de amortiguador RIA conteniendo 10,000 cpm de (‘*I-TSH).

Para la preparacion de la curva estindar se hicieron, previamente, diluciones de TSH
estandar [NIDDK] que contenian: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 pg en 200
pl.

Se incluyé un estandares interno que consistio en un extracto de suero de rata utilizado a
4 diluciones que debe comportarse en forma paralela a la curva estandar y debe dar

valores equivalentes en los RIAs realizados a distintos tiempos.

A los tubos de 0 pg, s6lo se afladi6 buffer RIA 200 ul, 100 ul de anticuerpo y contra
TSH [NIDDK] (a una dilucién 1:375,000) y 100 pul de marca radioactiva. A éstos se les
denominé By

Los tubos del pegado no especifico contenian 300ul de amortiguador RIA y 100 ul de
marca radioactiva.

Tubos de cpm totales: 100 ul de'*’I-TSH [NIDDK].

Los tubos se incubaron a temperatura ambiente durante 24 horas.

Posteriormente se afiadi6 la '>I-TSH [NIDDK] en un volumen de 100 ul que contenia
10, 000cpm y se dej6 incubar por otras 24 hrs. a temperatura ambiente.

A todos los tubos, exceptuado solo a los totales, se afadieron 100 ul del anticuerpo
contra IgG de conejo [Chemicon] a una dilucién 1:40 (dando una concentracién de
2.5%) en PBS (50mM Fosfatos a pH 7.5 y 150mM NaCl) y 100l de suero normal de
conejo [Chemicon] al 2% en PBS.

Se dejaron incubar a temperatura ambiente por 2 hrs.

El antigeno no unido al anticuerpo, se separé mediante la adicion de 1 ml de una
soluciéon de polietilenglicol al 4 % en PBS. Los tubos se centrifugaron a 980 x g
durante 30 min. Los sobrenadantes se succionaron con un extractor en la cdmara de
radioinmunoensayo y se leyeron las cuentas por minuto (cpm) en un aparato de conteo
de radiaciones gamma [LKB Wallace Miligamma Counter]. Se transformaron los

valores en cpm de las curvas estandar y de las muestras a nanogramos de TSH por
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mililitro de suero utilizando el Software “enri”. Los RIA tenian una variacion intra e

interensayo del 10%.

3.5 Radioinmunoensayo de Corticosterona

Se realiz6 una dilucién 1:1000 de todas las muestras de suero tomando: 10 ul de suero y
5 ml de buffer diluyente de esteroides (50 mM de fosfato a pH 7.5 y 150 mM de NaCl
[J.T. Baker]). Se tomaron 500 ul de las diluciones de todas las muestras.

El anticuerpo (Ab) contra corticosterona [ICN Farmacéutica] se diluyd a partir de
alicuotas de 20ul de una dilucién inicial de 1:12 para obtener una dilucién de trabajo de
1:1200.

La corticosterona tritiada (*H-Cor) [Amersham] contenia 100 cpm/ul (1 ul de *H-Cor
contenia 900,000 cpm se diluy6é en 9 ml de amortiguador diluyente de esteroides para

obtener alicuotas de trabajo que contenian 100 cpm/pil).

Mezcla de incubacion

100 pl de anticuerpo contra Corticosterona

500 pul de solucién conteniendo Corticosterona estandar o muestras problema

100 pl de amortiguador diluyente de esteroides conteniendo 10000 cpm de (H-Cor).
Para la preparacion de la curva estindar se hicieron, previamente, diluciones de
Corticosterona estandar [ICN Farmacéutica] que contenian una concentracion de 5, 10,
25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 2000 pg en 500 pl

A los tubos de 0 pg, no se afiadid muestra problema ni estandar (se afiadid buffer,
anticuerpo y marca) a éstos se les denomind By,

Los tubos del pegado no especifico contenian 600l de amortiguador diluyente de
esteroides y marca radioactiva.

Tubos de cpm totales: 100 ul marca *H-Cor.

Los tubos se agitaron e incubaron a 98°C durante 10 min, se dejaron enfriar a
temperatura ambiente y se incubaron, nuevamente, durante 24 horas a 4° C. El antigeno
no unido al anticuerpo, se separé mediante la adiciéon de 200 I de una solucién carbon-
dextran a 4° C agitada durante 20 seg e incubada durante 20 min a 4° C. Posteriormente,

los tubos se centrifugaron a 980 x g durante 15 min. Los sobrenadantes, se transfirieron
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a tubos para conteo de radiaciones [ y se les adicionaron 4ml de liquido de centelleo
[Ecolite, ICN]. Cada tubo se midi6 en el aparato de conteo de radiaciones § [Beckman]
durante un minuto, empezando por la curva estandar. Se transformaron los valores en

cpm de las curvas estandar y de las muestras a nanogramos de corticosterona por

mililitro de suero utilizando el Software “enri”.

3.6 Extraccion de RNA total.

Se utilizé el método de tiocianato de guanidina descrito por Chomczynski y Sacchi en
1987. Todo el material fue esterilizado previamente en autoclave [Tuttnauer Brinkmann
2540 M] por 40 min a 121° C. Todas las soluciones utilizaron agua tratada con DEPC
[Sigma] (0.1 % v/v DEPC) y esterilizada.

Los tejidos se sonicaron [Sonics Vibra Cell Ultrasonic Procesor], con solucion
desnaturalizante de trabajo (por cada 50 ml de “solucion D almacenable”, se afiadia 350
ul de B-mercaptoetanol [Sigma]) preparada el dia de la extraccion a partir de “la
solucion D almacenable” (250 g tiocianato de guanidina [Sigma] disueltos en 293 ml de
agua bidestilada estéril tratada con dietilpirocarbonato, 17.6 ml de 0.075 M de citrato de
sodio a pH 7 [J.T. Baker] y 26.4 ml de sarcosil al 10 % en agua bidestilada estéril
tratada con dietilpirocarbonato). La solucion de trabajo fue: 4M de tiocianato
guanidina, 25 mM citrato de sodio a pH 7, 0.5 % sarcosil y 0.1 M B-mercaptoetanol).
Los periodos de sonicacion no excedieron los 5 seg a un maximo de 9 watts, y los tubos
(eppendorf) eran mantenidos a 4° C. Los volumenes de sonicacion fueron los
siguientes: hipotdlamo y region hipotalamica que contenia al PVN, 150 ul; nucleo
accumbens y septum, 250ul; corteza frontal y amigdala, 500 ul y 750ul para

hipocampo.

Posteriormente, se agregd agitando con vortex a cada paso, 1/10 del volumen del
homogenado, de acetato de sodio 2 M pH 4.0 [Sigma], un volumen de fenol saturado en
agua [Sigma], 0.2 volimenes de cloroformo: alcohol isoamilico 49:1 v/v [Sigma]. Las
muestras se dejaron reposar durante 15 min en hielo y se centrifugaron a 10500 x g por
20 min a 4° C. Se recuperd la fase acuosa, se agregd un volumen de isopropanol

[Sigma] y se guardaron todas las muestras a —20° C por 2 horas. Las muestras se
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centrifugaron a 18000 x g por 20 min a 4° C, se obtuvo el sobrenadante con cuidado y el
precipitado se dejo secar a temperatura ambiente por 7 min maximo. Las muestras se
resuspendieron en solucién D (1/3 del volumen inicial del homogenado), se agrego
agitando cada vez: un volumen de fenol saturado en agua, un volumen de cloroformo:
alcohol isoamilico 49:1 v/v y centrifugaron (10500 x g por 22 min). A la fase acuosa se
agregaron 2 volumenes (del homogenado inicial) de etanol absoluto [Merck], se
agitaron y guardaron a —20° C toda la noche. A la mafiana siguiente, se centrifugaron a
20800 x g por 30 min a 4° C; se retird con cuidado ¢l sobrenadante y el precipitado se
dejo secar a temperatura ambiente (max 7 min). Se afiadieron 250ul de etanol al 75%
y se agitd hasta despegar la pastilla de RNA precipitada, se centrifugd nuevamente por

15 min, se repitio el lavado con etanol al 75 %.

Finalmente, se extrajo el exceso de etanol con micropipeta y se obtuvo el precipitado de
RNA total, el cual se resuspendié en 50ul de agua tratada con DEPC y esterilizada
recientemente. Las muestras se leyeron en un espectrofotometro (2ul de muestra en 500
ul de agua destilada) [Eppendorf BioPhotometer] a 260, 230 y 280 nm. Solo se
utilizaron para la transcripcion reversa, muestras cuya relacion 260/230 fuera >1.5. Si
ésta resultaba menor a 1.5, se agregaba al resuspendido: 1/25 de su volumen inicial (2
ul) de acetato de sodio 2 M pH 4.0 y 3 volumenes (150 ul) de etanol absoluto para
eliminar sales. Se mantenian a —70° C toda la noche y al dia siguiente se repetian la

ultima centrifugacion y los lavados con etanol al 75 %.

Las muestras cuyas relaciones 260/230 y 260/280 fueron mayores a 1.5 se consideraron
adecuadas para la reaccion de RT-PCR. Se prepararon alicuotas que contenian 1mg de
RNA, tomando en cuenta que DO a 230 nm x Factor de dilucion x 40/1000 = ug
RNA/ul.

3.7 Procedimiento de RT-PCR
Preparacion del DNAc

Las alicuotas de 1ugRNA/12 ul de agua se incubaron a 65° C por 5 minutos (Multi-
Block Heater Lab-Line), se les dio un pulso en una centrifuga [Eppendorf Centrifuge
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5417C] y se les agregd 20 pl la mezcla de reaccion que consistio en: 8.9u H,O
bidestilada estéril con DEPC, 6.0 ul de Buffer RT 5x [Invitrogen] (250 mM Tris-HCI
pH 83, 375 mM KCl y 15mM Mg,Cl), 3.0 ul de dithiothreitol (DTT) 0.1 M
[Invitrogen], 0.6 il mezcla de deoxinucledtidos -dNTPs- 10 mM (10 mM de cada uno
de los siguientes; dATP, dGTP, dCTP y dTTP a pH neutro [Invitrogen]), 1.0 ul Oligo
dT 0.5 pg/ ul y 0.5 ul de la enzima transcriptasa reversa M-MVL RT 200 U/ ul
[Invitrogen].

Las reacciones de retrotranscripcion se incubaron por 2 horas a 37° C [bafio Lauda E

100 006T]. Al término de la incubacion, se tomaron alicuotas de 4, 5 o 6 ul del DNAc.

PCR

Las amplificaciones de las secuencias de interés se realizaron por separado. Para las
reacciones de amplificacion de TRH, CRH y GR se utilizaron 6ul de cDNA. En las
amplificaciones de ciclofilina, que fue usada como control interno, se utilizaron 4 pl de
cDNA. En las de los receptores de TRH R1 y R2 se utilizaron 4 y 5ul, respectivamente.
La mezcla de reaccion para la RT-PCR fue: 34, 35 o 36ul de H,O bidestilada
(dependiendo del volumen de cDNA utilizado), 5 ul de Amortiguador de Reaccion 10 x
(KC1 500 mM, Tris-HC1 pH 8.3 100 mM) [Biotecnologias Universitarias], 1.0 ul
dNTP’s 10 mM (10 mM de cada uno de los siguientes; dATP, dGTP, dCTP y dTTP a
pH neutro [Invitrogen]), 1ul (100 ng/ pl) de oligonucleétido de iniciacion —primers-
sentido y antisentido de cada uno de los genes blanco (TRH; TRH-3s: 5'GAC-AGC-
TAG-TGA-AGG-GAA-CAG-G; TRH-4as 5'CCT-GTT-CCC-TTC-ACT-AGC-TGT-C,;
CRH; CRHs 5" GAC-CGC-CTC-CCT-CTC-TCC-AG y CRH as 5" GCC-CCG-CAG-
CCG-TTG-AA; GR s 5'AAA-AAG-CAC-ATC-ACA-CAT-AAA-TCT-G y GR as 5’
TAA-ATA-AGA-GGG-AGC-AAA-CTA-CTG-G; TRH Rl s 5’ACC-CAG-AGA-
AGC-AGG-CAG-CGT-GAC-A y TRH R1 as 5° AGA-TCC-GCC-ACA-GCC-AGA-
CTC-ACC-AG; TRH R2 s 5’GTC-TTC-CTA-GTG-CTC-CTG-GTG-TG y TRH R2 as
5" ACC-ACG-AAG-GGT-CCG-ATG-AAA-AAG; ciclofilina s 5'GGG-GAG-AAA-
GGA-TTT-GGC-TA vy ciclofilina as 5° ACA-TGC-TTG-CCA-TCC-AGC-C) [IBT,
UNAM], 2.5ul Cloruro de Magnesio 30 mM [Biotecnologias Universitarias] y 0.5 ul de
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la enzima Amplificasa ADN Polimerasa Termoestable (5U/ul) [Biotecnologias
Universitarias].

Se realizaron cinéticas de amplificacion (variando el namero de ciclos) para determinar
las condiciones optimas de las RT-PCR, variando el namero de ciclos de amplificacion
para los oligonucleétidos de TRH y ciclofilina en las regiones hipotalamo (NPV) y

amigdala. En las siguientes tablas se muestran las condiciones de las cinéticas.

Habiendo definido las condiciones 6ptimas de amplificacion, las muestras se colocaron
en un termociclador [Eppendorf Mastercycler Gradient] bajo las siguienteé condiciones:
“X” namero de ciclos.(ver tablas)de 171572 95°C, 1°00"" a Tm especifica, 1'00"" a 72
°Cy 1 ciclo final de 15" a 72° C. En las tablas se muestran las especificaciones para

cada region y oligonucledétido.

Tablas de condiciones de amplificacion.

HIPOTALAMO
Tm Oligos (pmol) | Ciclos RNA(ug) | DNA(uD
TRH 64° 25 24 1 6
Ciclofilina 64° 50 22 1 4
CRH 64° 25 32 1 6
GR 64° 10 27 1 6
R2 TRH 67° 25 30 1 5
RITRH 64° 25 35 | 4
AMIGDALA
Tm Oligos (pmol) | Ciclos | ug RNA| cDNA (ul)

TRH 64° 25 28 | 6
Ciclofilina 64° 50 22 1 4
CRH 64° 25 27 1 6
GR 64° 10 27 1 6

R2 TRH 67° 25 34 1 5
RITRH 64° 25 35 1 4
NUCLEO ACCUMBENS E HIPOCAMPO

Tm Oligos(pmol.) | Ciclos | RNA(ug) | cDNA (ul)

TRH 64° 25 30 1 6
Ciclofilina 64° 50 22 1 4
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3.8 Andlisis semi-cuantitativo de RNAm

Se realizaron geles de agarosa (ultrapure DNA grade agarose, BioRad) al 2 % en
camaras para electroforesis [Owl] utilizando como amortiguador de corrida TBE
(Trizma base HCIl electroforesis de BioRad) al 0.5 %. Por cada carril se agreg6 10 ul de
la reaccion de RT-PCR de TRH, TRH-R1, TRH-R2, CRH 6 GR (muestras problema), 5

ul de la de Ciclofilina (como controles internos).

Los geles fueron posteriormente tefiidos en una solucion de bromuro de etidio [Sigma]
con agua destilada (0.006 %) durante 10 min en un agitador [Junior Orbit Shaker Lab.
Line Instruments] y lavados en una charola con agua destilada en agitaciéon durante 15

minutos.

Los geles se digitalizaron en un analizador de imagenes [BioRad Multianalyst], el cual
analiza las densidades de bandas, transformandolas en unidades opticas. Los valores de
las banda de DNA de TRH, CRH, GR, TRH R1 y TRH R2 se relacionaron con el de
ciclofilina (¢cDNA muestra problema/cDNA Cyc) y se obtuvieron unidades arbitrarias

que pueden compararse entre si.

4, PARADIGMA B

4.1 Experimento de inyeccion de TRH

Con el objetivo de analizar el efecto del TRH exdgeno sobre la conducta de ansiedad y
poder comparar con resultados en los que participa la via TRHérgica endogena,
inyectamos i.c.v Sul de una solucién 34.5 nM de TRH (12.5 pug) [Thomson y Rosen,

2000] a ratas macho adultas de la cepa Wistar en el ventriculo lateral Bregma, -0.8mm:
Lateral, 1.2 mm y Vertical 3.2 mm.

4.2 Cirugia

Se anestesiaron 15 ratas (286-352g., al dia de la implantacién) con ketamina y rompin

(75mg/12.5 mg/i.p.) y se les rasurd el area del craneo que fue limpiada con lavados
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subsecuentes de isodine, alcohol y solucion salina. Utilizando un aparato de estereotaxia
(ASI instruments), se ajusté la orientacion del craneo posterior y anteriormente para
lograr una perpendicular respecto a la canula. Se midieron las coordenadas de partida de
cada animal (a partir del bregma de cada craneo) y se localizo el punto de perforacion
con las siguientes coordenadas del atlas Paxinos y Watson [1988] para el ventriculo
lateral [Sarkar, 2002]: Bregma, -0.8mm: Lateral, 1.2 mm y Vertical 3.2 mm. Una vez
marcado el sitio de perforacion (lado izquierdo), se trepand el craneo con un taladro y se
coloco la cénula en las coordenadas establecidas, dejandola 0.8mm por arriba de la
coordenada vertical. La perforacion fue sellada con cera y la cénula fijada con cemento.

Cuando éste seco, se taparon las canulas.

Posterior a la cirugia, que duré entre 40 min y 1h, los animales fueron colocados en
cajas individuales y se mantuvieron en el laboratorio hasta su recuperacion de la
anestesia, bajo una lampara para mantener la temperatura corporal. Una vez que
despertaron de la anestesia y que se confirmé su estado, fueron regresadas al bioterio.
La recuperacion de la cirugia fue de 17 dias minimo y cada dia se revisaba el estado de
los animales, de las canulas y de la herida. Durante la recuperacion se mantuvieron en
cajas individuales con acceso libre a comida (LabDiet) y agua. Una rata perdio la canula

en este periodo por lo que no fue incluida en el estudio.

4.3 Grupos

En este paradigma se utilizaron 19 ratas que fueron divididas en los siguientes grupos:

1. Grupo Salino (Sal.): Las ratas de este grupo (n = 7) fueron inyectadas (i.c.v.) con un
volumen de 5ul de solucion salina estéril libre de pirdgenos, en un tiempo de 3 min
por medio de un inyector automatico y fueron sometidas al modelo de ED 20 min
después del término de la inyeccion. El sacrificio (por decapitacion) se realizé 1h
después de haber concluido la prueba conductual.

2. Grupo TRH (TRH): Las ratas de este grupo (n = 7) fueron sometidas al mismo

protocolo de experimentacion que las del grupo salino pero la inyeccidon que se les
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aplico fue de una solucion de TRH 34.5 nM que contenia 12.5 ug de TRH y que fue
preparada el dia del experimento.

3. Grupo Control Intacto (CI): Sacrificio directo, no fueron operadas, habituadas ni
manipuladas (n = 5).

Todas las pruebas conductuales fueron videograbadas para el analisis posterior de los

videos y la cuantificacion de los pardmetros conductuales.

5. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realizaron analisis de varianzas (ANOVA; Software StatView) de una via para
comparar los resultados obtenidos del contenido de TRH y del analisis semi-cuantitativo
de los RNAm de TRH, R1-TRH, R2-TRH, CRH y GR por region de cada experimento.
Se realizaron pruebas post-hoc de Fisher [Software StatView] considerandose una

diferencia estadisticamente significativa cuando la p<0.05.

Para comparar los parametros conductuales entre cepas, se utilizo la prueba de T de

Student. Se considerd que existia diferencia significativa si la p resultaba < 0.05.
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V. RESULTADOS

1. EXPERIMENTCO PRELIMINAR

Como una primera aproximacién para averiguar el papel del TRH endégeno en
respuestas emocionales ante un evento estresante, se realizé6 un estudio preliminar
[Gutiérrez-Mariscal, M. 2002] utilizando el modelo de ansiedad de enterramiento
defensivo (ED) con la cepa Wistar. En este estudio se utilizaron grupos de 8 ratas
macho que fueron sometidas a la prueba conductual. Los grupos utilizados fueron los
mismos que los descritos en los métodos. Se cuantifico el contenido de TRH en corteza
frontal (CxF), hipocampo (Hc), septumn (S), hipotdlamo (Hip), y amigdala (Am). Se
encontré un aumento en contenido de TRH en la amigdala y dismubuciones en
hipotilamo ¢ lpocampo (gréifica 1). Posteriormente se analizé6 semi-cuantitativamente
(por RT-PCR) el RNAm de pro-TRH en estas regiones y se encontré que en la
amigdala, el RNAm de este tri-péptido estaba disminuido mientras que en el hipotalamo
habia un aumento. El hipocampo no mostré diferencias entre los grupos experimentales
y los controles en RNAm de pro-TRH (gréfica 2).

En este proyecto de maestria ampliamos nuestro estudio analizando no sélo contenido
de TRH y de su mensajero sino también otros marcadores de la via TRHérgica y del eje
HHA. También incluimos en este estudio a la cepa Wistar Kyoto que difiere de la

Wistar tanto en medidas conductuales como en su respuesta fisiolégica al estrés

2. PARAMETROS CONDUCTUALES: PARADIGMA A

La cepa de ratas Wistar (W) mostré mayor actividad durante la prueba de ED en
comparacion con la cepa Wistar Kyoto (WKY). La grafica 3 muestra que las ratas W
exploraron en mas ocasiones el electrodo (panel A: W, 7.32 + 0.89 exploraciones vs
WKY, 1.86 = 032 exploraciones) y el ambiente (panel A: W, 1736 = 1.22
exploraciones vs WKY, 11.14 = 1.01 exploraciones) y recibieron mayor cantidad de
choques eléctricos (Panel B: W, 12.76 £ 1.74 nimero de choques vs WKY, 4 + 0.51
oumero de choques), de hecho las ratas W recibieron, en promedio, 4.97 + 0.59 chogues
antes de enterrar el electrodo, que representa practicamente el doble de los que
recibieron las ratas WKY (2.27 £ 0.27).
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Estudio preliminar

pg. TRH (% dif; CE=100%

CxF Hc S Hip Am

Grafica 1. Contenido de TRH por region en ratas Wistar sometidas a la prueba de ED y sacrificados
30min (barras oscuras) 6 60min (barras claras) después de la prueba. Las unidades estdn expresadas en
porcentajes en donde el 100% (linea discontinua) corresponde al promedio de pg de TRH de los grupos
controles experimentales respectivos (CE 30 y CE 60). * y -+ indican diferencias significativas (p<0.053).
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Grifica 2. Andlisis semi-cuantitativo del RNAm de pro-TRH en regiones del sistema limbico. Ratas
Wistar sometidas a dos dias de habituacion y sacrificadas al 3er dia (CH 6 control de habituacion): grupos
habituados en tres ocasiones y sacrificados 30 6 60 min después del (ltimo (CE 6 controles
experimentales); y grupos habituados en dos ocasiones, expuestos a la camara con electrodo y
sacrificadas 30 6 60 min después (E 6 experimenteles). ANOVA una via y andlisis post-hoc con la
prueba de Fisher, considerindose significativa con p<0.05.A: (F 4 = 4.4992) Amjgdala el grupo E 30
fue diferente del grupo CE 30 y de CH. B: (F 4.4, = 2.433) Hipolalamo, el grupo E 60 fue diferente de su
control experimental (CE 60) y de CH. C: (F 4.4 = 3.103) Hipocampo, no se detectaron diferencias.
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Las ratas W enterraron por mas tiempo el electrodo (banel C: W, 187 £ 30.11 seg vs
WKY, 71 + 15.4 seg) y todas (25 en total) exhibieron la conducta de enterramiento
defensivo, aunque el tiempo que invirtieron en hacerlo varié. Por el contrario, las ratas
WKY (22 en total) invirtieron mucho menor tiempo en promedio enterrando el

electrodo y de hecho, 3 de ellas lo hicieron por menos de 5 segundos y 1 no desplegd
esta conducta.

3. CONTENIDO DE CORTICOSTERONA EN SUERO CEPAS WISTAR Y WISTAR KYOTO

En el estudio preliminar (cepa Wistar) se detectd un aumento significativo en
corticosterona sérica en el grupo experimental sacrificado 30 min después de terminar la
prueba (E 30, grafica 4). La diferencia fue significativa al comparar con el control
habituado y con los dos grupos de 60 min (CE 60 y E 60).

En la cepa WKY oo detectarnos aumento en corticosterona sérica en los grupos
experimentales como resultado de estrés causado por los choques eléctricos (grafica 5),
pero sf un descenso que resulta significativo eotre el grupo habituado (CH: 1069.3 +
97.5 ng/ml) y los grupos CE y E. Cabe resaltar que el grupo CH de la cepa WKY fue el
que presentd mayor concentracién de corticosterona en suero en comparacion taoto con

los otros grupos de esta cepa y como con todos los de la W.

4. ANALISIS SEMI-CUANTITATIVO DEL RNAM DE PRO-CRH Y DE GR EN EL
HIPOTALAMO DE LAS CEPAS WISTAR Y WISTAR KYOTO.

En la Griéfica 6 se muestran los resultados del analisis semi-cuantitativo del RNAm de
pro-CRH y del receptor a glucocorticoides GR en el hipotilamo medial superior (que
contenia al NPV principalmente, ver métodos). En los paneles A y B se observan las
graficas que corresponden a la cepa W y los paneles C y D las de Ja cepa WKY. En la
primera (paneles A y B), no observamos diferencias en ninguno de los grupos ni en el
RNAm de pro-CRH ni en el de GR. En contraste, en la cepa WKY si detectamos
diferencias significativas en estos pardmetros: en el pavel C, se observa que el grupo
experimental de 30 min (E 30) tuvo un aumento en ef RNAm de pro-CRH en el
hipotdlamo. El aumento es significativo en comparacién con su control expenmental
(CE 30) que no fue diferente del control habitnado (CH) lo que indica un efecto

especifico del estrés causado por los choques eléctricos.
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A Parametros Conductuales |.
Conducta Exploratoria

No. de exploraciones.

B Parametros Conductuales II.
Choques recibidos.

No. de choques
>

Parametros Conductuales lll.
Latencia al Enterramiento y Tiempo de
Enterramiento.

Grifica 3. Pardémetros Conductuales. Ratas gue fueron sometidas al modelo de ED de la cepa Wistar
(W, barras sélidas) y de la cepa Wistar Kyoto (WKY, barras rayadas). A. Exploraciones al aire (EA) y
Exploraciones al electrodo (EE). B. Namero de choques eléctricos recibidos antes (CH A), después (CH
D) de enterrar el electrodo y en total (CH T). C. LE: Latencia al epterramiento y TE: tiempo de
enterramiento. Los asteriscos indican diferencias significativas por pruebas de t-student y p<0.0S.
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Grifica 4. Contenido de corticosterona sérica Estudio Preliminar, cepa Wistar. CH: control de
habituacion: CE 30 y CE 60: grupos controles experimentales; E 30 y E 60: grupos experimentales.
ANOVA de una via (F 4 35 = 6.873 p = 0.004) y analisis post-hoc con la prueba de Fisher,
considerandose significativa con p<0.05. E 30 es diferente de CH (a), de CE 30 (b) y de E 60 (d).
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Grifica 5. Contenido de Corticosterona sérica cepa Wistar Kyoto. Ratas someltidas a tres periodos de
habituacién y sacrificadas el 4° dia (CH & control de habiruacién); sometidas a 4 periodos de habituacion
y sacrificadas 30 6 60 min después del ltimo (CE 30 y CE 60 6 controles experimentales); habituadas
durante 3 dias y expuestas a la cdmara con electrodo, sacrificadas 30 0 60 min después (E 30 y E 60 6
grupos experimentales). El ANOVA (Fyac: 4.665 y p = 0.008) de dos vias y la prucba Post-Hoc de
Fisher mostré que el grupo CH (1069.3 + 97.5 ng/ml) es significativamente (*) difcrente del resto.

Tabla 1. Valores (ng/ml de suero) del contenido de
corticosterona en suero de las cepas Wistar y Wistar
Kyoto. Se destaca ¢l alto valor basal (CH) de la hormona
en la cepa Wistar Kyoto respecto a la cepa Wisiar.
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Corticoslerona Sérica (ng/m))

WISTAR WISTAR KYOTO
GRUPO | prom=E.S.M | prom x E.S.M
CH 530+ 55 10693 £97.5
CE 30 649 = 68 575.62 £94.5
E 30 883+ 118 688.5 £ 66.7
CE 60 470+ 53 6358+ 615
E 60 378+ 56 689.52 £107.1




El panel D de la grafica 6 -cepa WKY- muestra que el RNAm de GR del hipot4lamo
respondié tanto al estrés especifico del modelo conductual como a la manipulacioén y
cambio de ambiente al que estuvieron expuestas todas las ratas, es decir se observaron
efectos inespecificos al modelo de ansiedad. En primer lugar resulta evidente que el
control habituado (CH) tiepe el mas bajo nivel de RNAm de GR y que esta diferencia es
significativa (+) tanto con los grupos controles experimentales (CE 30 y CE 60) como
con los experimentales (E 30 y E 60). En segundo lugar se observa que, a los 30 min
existid un efecto especifico del modelo conductual pues se detecté un aumento
significativo en el RNAm de GR en el grupo expernmental (E 30) respecto al contro]
experimental de 30 minutos (CE 30). En los grupos de 60 min (CE 60 y E 60) se detectd

unt aumento en el RNAm de GR que fue independiente del protocolo experimental.
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Grifica 6. Andlisis semi-cuantitativo del RNAm de pro-CRH y de GR er Hipotilamo-PVN de las
cepas Wistar (A y B, respectivamente) y Wistar Kyoto (C y D, respectivamente). CH, control de
habituacién; CE 30 y CE 60 cootroles experimentales; E 30 y E 60 grupos experimentales. Unidades:
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“u.a” unidades arbitrarias: densidad 4ptica de la banda correspondiente al cDNA de GR o CRH/c DNA
CYC. A y B: sin diferencias significativas. C: El ANOVA (Fas: 4.232 y p = 0.013) de dos vias y la
prueba Post-Hoc de Fisher mosiré que el grupo E 30 (2.584 + 0.679 d.o. cDNA pro-CRH/cDNACYC)
era signifcativamente diferente de los grupos CH (3) (1.673 = 0.252 d.0. cDNA pro-CRH/cDNACYC) y
CE 30 (b) (1.070 + 0.162 d.o. cDNA pro-CRH/cDNACYC). D: El ANOVA (F ;= 14.612 y p<0.0001)
de dos vias y la prueba Post-Hoc de Fisher mostrd que CH era diferente al resto de los grupos (+) y que
E 30 (3.416 £ 0.324 d.o. cDNA GR/cDNACYC) era giferente de CE 30.

S. TSH SERICA, CONTENIDO DE TRH, ANALISIS SEMI-CUANTITATIVO DEL RNAM DE
PRO-TRH, TRH-R1 Y TRH-R2 EN EL HIPOTALAMO DE LAS CEPAS WISTAR Y WISTAR
Kyoro.

A continuacién se describen los resultados respecto al estado de actividad del eje
Tiroideo y de la via TRHérgica del bipotdlamo (paneles A-H de la grifica 7). Los
papeles del lado izquierdo muestran los resuitados obtenidos del estudio de la cepa

Wistar (W) y los de la derecha los de la cepa Wistar Kyoto (WKY).

La TSH sérica de la cepa W po se modifica en respuesta al modelo de ansiedad (panel
A) puesto que no existieron diferencias entre los grupos experimentales y sus controles
E y CE), pero la concentracion de TSH de los grupos E 30, CE 60 y E 60 fue menor a Ja
del grupo control de habituacién (CH). En la cepa WKY (paoel E) el ANOVA no sefialé
diferencias significativas aunque en el grupo experimental de 60 roiputos se observod

una tendencia hacia un aumento de TSH respecto a su control experimental.

Los paneles B y F ilustran el contenido de TRH en ¢l hipotdlamo roedial superior, este
corte como se menciond en los métodos, contenfa la mitad de la zona circundante al
NPV y mitad de la regién correspondiente a la EM. En la cepa W observamos un efecto
inespecifico del modelo de ansiedad: el contenido de TRH aumentd en el grupo control
expertmental de 30 min (CE 30) mientras que los cuatro grupos restantes tienen una
concentracion de TRH equivalente. Al comparar el grupo CE 30 contra el experimental
de 30 min (E 30), se observé una disminucién en contenido de TRH en E 30, pero éste
no difiere del control habituado. En la cepa WKY, tarmbién se observé un efecto
inespecifico ya que por un lado, se detect6 diferencia entre los grupos CE 30 y E 30

pero por otro lado, los grupos de 60 min no se distinguieron entre si.

La cepa W (pane! C) muestra un aumento significativo en el RNAm de pro-TRH sélo

en el grupo experimental de 30 min (E 30), se considera un efecto especifico ya que el
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aumento es significativo con respecto a su control experimental y al control habituado.
Este es rapido y transitorio pues se detecfa 30 minutos después de la prucba conductual
y porque a los 60 min ya no se observa. En la cepa WKY (pane] G) si bien se observa
un aumento en el RNAm de pro-TRH en el grupo experimental de 30 min al comparario
con su control experimental, éste parece no ser especifico del modelo ya que los grupos

E 30 y CH no son distintos entre si.

En cuanto al RNAm de los receptores a TRH, encontramos dos resultados importantes.
El primero se ilustra en el panel H de la grafica 7 en donde se observa que el RNAm del
TRH-R1 en la cepa WKY aument$ en los dos grupos experimentales aunque sélo el
grupo E 60 alcanzd significancia estadistica. Este cambio fue especifico y duradero pues
los cambios se mantienen hasta 60 min post-prueba. No fue posible realizar la
semicuantificacion del RNAm del TRH-R1 en la cepa Wistar debido a que la cantidad
de ¢cDNA para la PCR no fue suficiente. Si se analiz6 el RNAm del TRH-R2 (panel D)
en la cepa W pero no se detectaron diferencias significativas. En la cepa WKY (panel 1),
se detectd una tendencia hacia la disminucion en el RNAm de TRH-R2, en el grupo E
30 al comparar con el grupo control experimental pero no al hacerlo contra CH que fue

el grupo que presenté mayor cantidad de RNAm del TRH-R1.

WISTAR WISTAR KYOTO

A TSH Sérica E TSH Sérica

CH CE3 E CEGD E&0 CH CE30 EX CEBl EGD

(Grafica 7. continia en la siguiente hoja)

Grifica 7. Continuacién.
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Grafica 7. Cuantificacion de TSH sérica (A

en el Hipotilamo de las cepas Wistar (paneles

y E), Contenido de TRH (B y F), Anilisis semi-
cuantitativo del RNAm de pro-TRH (C y G), de TRH-R1 (Wistar Kyoto H) y de TRH-R2 (D y H)
izquierdos) y Wistar Kyoto (paneles derechos). CH,
control de habituacion; CE 30 y CE 60 controles experimentales; E 30 y E 60 grupos experimentales. En
todos los experimentos se usaron ANOVAS de ) via y pruebas post-hoc de Fisher considerindose
significativa con p < 0.05 A: (F 52; =4.917 y p = 0.0052) E 30, CE 60 y E 60 son diferentes de CH (a). B:
(F 4 36 = 6.592) mostré que CE 30 fue significativamente diferente de todos los grupos. F: F21.713 el
grupo E30 (E 30: 1805+126 pg. TRH) fue significalivamente * diferente de los grupos CE 30 (555+8]
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pg. TRH) y CH (370281 pg. TRH).C: (Fs 35 = 4310 y p = 0.012) E 30 (5.339 & 0.894d.0. ¢cDNA
TRH/cDNA CYC) fue significativamente diferente * de todos los grupos. G: (Fy 24 =2.747 y p = 0.0417)
CE 30 (1.158 £ 0.358 d.o. cDNA TRH/cDNACYC) fue significativamente diferente * de E 30 (2.420 +
0.137 d.o. cDNA TRH/GDNACYC) y de CH (2.114 = 0.155 d.o. ¢<DNA TRH/cDNACYC).H: (Fy, 4 =
4699 y p = 0.012) E 60 (0.523 £ 0.146 d.o. cDNA TRH-R1/cDNACYC) fue significativamente *
diferente todos los grupos cootroles {CE 60:0.179 + 0.066 d.o. cDNA TRH-R1/cDNACYC, CH: 0.060 +
0.014 d.o. cDNA TRH-R1/cDNACYC y CE 30: 0.087 & 0.073 d.0. cDNA TRH-R1/cDNACYC).

6. CONTENIDO DE TRH EN OTRAS REGIONES DEL SISTEMA LIMBICO.

6.1 Hipocampo, Nicleo Accumbens y Septum.

El contenido de TRH en estas tres regiones no varié durante el protocolo de ED. En el
hipocampo detectamos en promedio un contenido de TRH en el grupo control habituado
de 359 £ 67 pg y en el septum el promedio fue de 1529 + 217 pg ambas regiones fueron
analizadas en un experimento de cada cepa (n = 40 cepa W y 25 WKY). El nucleo
accumbens presentd un promedio de 1216 = 94 pg de TRH y fue cuantificado en dos
experimentos de la cepa WKY (n=55) y en uno para la cepa W (n = 30).

En el niicleo accumbens y en el hipocampo se realizd el analisis semicuantitativo del
RNAm de pro-TRH en dos experimentos con la cepa Wistar (n = 70) y no se detectaron
cambios significativos en ningun grupo.

6.2 Corteza Frontal.

Las graficas 8 y 9 muestran el promedio de dos experimentos (n = 70 cepa W y n = 55
cepa WKY), los valores estdn expresados en porcentaje de diferencia tomando al CH
como el 100%. Encontramos diferencias significativas en el contenido de TRH en la
Corteza Frontal entre las dos cepas: mientras que en Ja W ¢l contenido de TRH aumentd
en todos los grupos respecto al contro) habituado (CH), independientemente de si
habfan sido sometidos o no a los choques eléctricos, en la cepa WKY Jos efectos si
dependieron de la prueba conductual. En la gréfica 8 se ilustran los resuttados obtenidos
con la cepa W en la corteza frontal (n = 70). Se observd un aumento en el contenido de
TRH ivespecifico puesto que no hubo diferencias entre los grupos sometidos a las
pruebas cooductuales y los controles experimentales, pero si de la condicion

experimental con el grupo CH.
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La gréfica 9 muestra el contenido de TRH en la corteza frontal de la cepa WKY en los
dos experimentos realizados con esta cepa (n = 55). Observamos que ambos grupos
expenmentales (E) presentaron aumento en el contenido de TRH al comparar tanto con
sus respectivos controles experimentales (CE) como contra el control habituado (CH).
Si bien sélo E 30 alcanzd significancia estadistica. En esta cepa los efectos son

especificos del protocolo de ED.

Contenido de TRH en Corteza Frontal cepa
Wistar.

600 - a a
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2 400 a a
3 s .
o 200 iy
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Grifica 8. Contenido de TRH en la Corteza Frontal de la cepa Wistar Kyoto. CH, control de babituacién,
CE 30 y CE 60 controles experimentales; B 30 y E 60 grupos experimentales. Los resultados estén
expresados ¢un porcentajes donde el 100% es el valor promedio CH. El ANOVA de un via y la prueba
post Hoc de Fisher (F47 = 10.613 y p<0.001) mostraron que los grupos CE y E eran  significativamente
diferentes de CH (833 + 78 pg). Se ilustra el promedio de dos experimentos,

Contenido de TRH en la Corteza Frontal. Cepa
Wistar Kyoto.

% pg (CH = 100%)

Griéfica 9. Contenido de TRH en la Corteza Frontal de )a cepa Wistar Kyoto. CH, control de habituacién;
CE 30 y CE 60 controles experimeatales; E 30 y E 60 grupos experimentales. Los resultados estin
expresados en porcentajes donde el 100% es el valor promedio del control habituado. E] ANOVA de una
via y la prueba post Hoc de Fisher (F4_ss = 5.329 y p<0.032) mostraron que ¢l grupo E 30 (4273 £ 349 pg)
es significativamente diferente de CE 30 y de CH. Se ilustra el promedio de dos experimentos.

7. ANALISIS SEMI-CUANTITATIVO DEL RNAM DE PRO-CRH Y DE GR EN EL
AMIGDALA DE LAS CEPAS WISTAR Y WISTAR KYOTO.
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En la cepa W, el RNAm de pro-CRH en la amigdala (grifica 10) disminuyé
significativamente en el grupo E 30 respecto al control experimental (CE 30) y al
control habituado (CH) pero a los 60 min esto se revirtid, pues se observé un aumento
en el grupo E 60 que fue significativo s6lo respecto a su control experimental (panel A).
En la cepa WKY ocurrié una disminucién en el RNAm de pro-CRH en la amigdala en
el grupo E 30 respecto a CE 30 y a CH y no se observaron cambios en el RNAm de pro-
CRH en los grupos de 60 min (panel C). El RNAm de GR en la amigdala no cambio en
ningun grupo de las dos cepas (paneles B y D).
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Grifica 10. Anilisis semi—cuantitativo del RNAm de pro-CRH y de GR e¢n la amigdala de las cepas
Wistar (A y B, respectivamente) y Wistar Kyots (C y D, respectivamente). CH, contol de
habituacion; CE 30 y CE 60 controles experimentales; E 30 y E 60 grupos experimentales. Unidades:
“wa” unidades arbitrarias densidad éptica de la banda correspondiente al cDNA de GR o CRH/c DNA
CYC. A: (Fyyy = 18.925y p < 0.001) CE 30 (1.089 = 0.189) es diferente de E 30 (0.204 + 0.004) y CE 60
(0.95 £ 0.020) es difercnte de E 60. (1.483 £ 0.135). C: (F 4,2 =2.97 y p = 0.0387) E 30 (1,707 + 0.054)
es diferente de CE 30 (2.284 # 0.317) y CH (2.122 £ 0.26) es diferente de E 60 (1.525 £ 0.151), By D
sin diferencias significativas.

8. CONTENIDO DE TRH, ANALISIS SEMI-CUANTTTATIVO DEL RNAM DE PrRO-TRH,
TRH-R1 Y TRH-R2 EN EL AMIGDALA DE LAS CEPAS WISTAR Y WISTAR KYOTO.
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De las regiones que se analizaron, la amigdala fue la que presenté los cambios méas
consistentes entre las dos cepas tanto en el contenido de TRH y como en los niveles de
RNAm. Para el contenido de TRH y el andlisis semi-cuantitativo del RNAm se ilustran
los resultados de dos experimentos (n = 70 en la cepa Wistar y n = 55 en la WKY) por
lo que las unidades estén expresadas en porcentaje de diferencia tomando al controt
habituado (CH) como el 100% (paneles superiores en la grafica 11). El anélisis de tos
RNAm de los dos receptores a TRH sélo se realizé en un experimento (o = 30 en cada
cepa) que se ilustra en los cuatro paneles inferiores de la grafica 11.

Tanto la cepa W como la WKY presentaron aumento en contenido de TRH en la
amigdala pero éste fue detectado a diferentes tiempos post-prueba: en la cepa W ocurri6
a los 60 min (panel A) y en la WKY 2 los 30 min (panel E). En la cepa W el aumento
fue especifico al modelo de ansiedad pues los tres grupos controles (CH, CE 30 y CE
60) tuvieron contenidos de TRH equivalentes mientras que en los dos grupos
experimentales (E 30 y E 60) el contenido de péptido aumentad sin ser diferentes entre si
aunque sélo el grupo E 60 haya alcanzado niveles significativos. En la cepa WKY, el
aumento de contenido TRH en el grupo E 30 es especifico al protocolo conductual (los
grupos CH y CE 30 tienen contenido de TRH equivalente) pero a los 60 min se observd
un efecto inespecifico dado que también el grupo CE 60 tuvo una tendencia a aumentar
el contentdo de TRH respecto a CH.

El anélisis semi-cuantitativo del RNAm de pro-TRH en la amigdala indicd una
disminucion sigpificativa en la cepa W (panel B) que ocurrié de manera répida (grupo
de 30 mio post-prueba), fransitoria (a los 60 min post-prueba el grupo E 60 no es
diferente de CE 60) y especifica del modelo de ansiedad (CE 30 y CH son equivalentes
pero E 30 es diferente de los dos). A los 60 min ¢l E 60 disminuy6 sélo respecto al
control habituado (CH). En la cepa Wistar Kyoto (pave! F) se observo una tendencia
similar a lo observado con la cepa Wistar pero mo hubo diferencias estadisticamente

significativas.

El anélisis semi-cuantitativo del RNAm de los receptores a TRH mostrd diferencias
entre cepas y dependiente del receptor analizado (TRH-R1 6 TRH-R2). Los paneles C y
G ilustran el anélisis del RNAm del TRH-R1 en la amigdala de las cepas W y WKY,
respectivamente: en la cepa W se observd que los dos grupos de 30 min (CE 30 y E 30)

53



y los dos de 60 min (CE 60 y E 60) presentaron tendencia a aumentar el RNAm de
TRH-RI al compararios con el coatrol habituado (CH) que presentd los niveles més
bajos pero, debido a la gran variacién intragrupal, las diferencias que se observaron no
fueron estadisticamente significativas. En la cepa WKY ocumié un aumento en los 2
grupos de 30 min y una disminucién en los de 60 min. La manipuiacién y el cambio de
ambiente causaron este efecto y no los chogues eléctricos (ya que no hay diferencias
entre los grupos E y los CE) pero estas diferencias tampoco fueron estadisticamente

relevantes.

En cuanto al TRH-R2, los cambios que observamos en el RNAm en la cepa W (panel
D) fueron especificos al modelo conductual pero s6lo a los 30 min ya que se observan
diferencias significativas entre el grupo CE 30 y el E 30. Sin embargo, también puede
identificarse un efecto inespecifico al comparar los niveles de RNAm de] TRH-R2 del
grupo control habituado (CH) que fueron altos, con los del grupo CE 30 en donde la
diferencia también es significativa. En la cepa WKY se observé la misma tendencia
pero no fue estadisticamente significativa. En los grupos de 60 min de ambas cepas no
se detectaron cambios entre experimental y control experimental pero en la cepa WKY,

el grupo E 60 fue significativamente distinto del grupo CH.
9. PARAMETROS CONDUCTUALES: PARADIGMA B.

En esta Gltima seccién se describen los efectos en el comportamiento de ratas W que
fueron myectadas i.c.v. (ventriculo lateral) con una solucién de TRH. Se compara el
comportamiento de Jas ratas inyectadas con solucién salina contra el del grupo de ratas
inyectadas con la solucién 34.5nM de TRH. Se apalizaron 5 ratas inyectadas con
solucidn salina debido a fallas en la grabacién del modelo de ansiedad y 6 ratas
inyectadas con la solucidn de TRH.
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Grifica 11. Contenido de TRH en Amigdala (A vy E), Anilisis Semi-cuantitativo del RNAm de pro-
TRH en Hipotéilamo (B y F), de TRH-R1 (C y G) y de TRH-R2 (D y H) de las cepas Wistar Y
Wistar Kyoto. CH, control de habituacion; CE 30 y CE 60 controles experimentales: E 30 y E 60 grupos
experimentales. En todos los experimentos se usaron ANOVAS de | via y pruebas post-hoc de Fisher. A:
Fies =299 y p=0.0308 E 60 (165 + 26 %) es diferente de CH y de CE 60. E: Fy 3 =3.132yp =
0.0242 E 30 (232 + 43 %) es diferente de CH y de CE 30. B y F valores en porcentaje de diferencia donde
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el 100% corresponde al valor promedio obtenido en ¢l grupo control habituado (CH). Linea azul, grupos
controles experimentales (CE 30 y CE 60), linea rosa grupos experimentales (E 30 y E 60). En B E 30 es
diferente de CE 30 y de CH. D F, 3 = 3.581 y p = 0.0383 CE 30 (0.4%4 £ 0.131) es diferente de E 30
(1.508 £ 0.064) y de CH (2.570 = 1) H: F4 53 = 1.768 y p = 0.0318 CH (1.162 £ 0.386) es diferente de E
60 (0.232 £ 0.063).

En [a gréfica 12 se observa que las ratas inyectadas con la solucién de TRH invirtieron
menor tiempo en enterrar el electrodo que las ratas inyectadas con salina (panel A: 39 +
10 seg vs 98 + 12 seg). El grupo de TRH tuvo mayor tiempo de latencia al
enterramiento en comparacion con el grupo tratado con solucidn salina (panel B), (101
+ 17 vs 49 £ 17). La conducta exploratoria (Panel B: EA, 20 = 1 en ambos grupos) y la
cantidad de choques recibidos (Panel C: 5 + 0.4 del grupo TRH vs 6 = 1 del grupo SAL)
no se vieron modificados por el tratamiento. La inyeccién de TRH modificé el
parametro conductual relacionado a la ansiedad (TE) y no modificé parametros de

actividad o motilidad general medido por las exploraciones al aire (EA).

10. TSH SERICA ENEL PARADIGMA B.

En el experimento de inyeccién de TRH se cuantificé la TSH en suero de los tres
grupos (Cl, SAL y TRH) y se encontré que el grupo intacto (Cl: 3.036 + 0.417 ng/ml)
tenia mayor concentracién de TSH que los grupos SAL y TRH sin que hubiera
diferencia entre estos dos Gltimos (SAL: 1.612 + 0.156 ng/ml; TRH: 1.7 = 0.179 ng/ml)
por lo que ¢l tratamiento con TRH no provocé aumento en la Tirotropina sénca (grafica
13)..
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Grifica 12. Parimetros conductuales en el experimento de Imyeccidn i.c.v de TRH y ED. SAL:
inyectados con solucidn salina (o = 5) y TRH: inyectados con solucion con 34.5aM de TRH o = 6. A. LA:
latencia al enterramiento y TE: tempo de Enterramiento. La prueba de t-Student mosu6é que el grupo
inyectado con solucién 34.5nM de TRH tuvo un TE significativamente (*) menor (39 £ 10 seg.) que ¢l
grupo inyectado cob solucién salina (98 + 12 seg). Las diferencias en LE no son significativas (TRH: 172
+ 86 seg y Sal. 49.2 £ 17 seg.). B y C sin diferencias significativas.
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Grifica 13. Contenido de TSH en suero experimento de Inyeccién i.c.v. de TRH y ED. Grupo control
intacto (CI, n = 5) y experimentales (SAL: inyeclados con solucién salina y TRH: inyectados con
solucién 34.5nM de TRH). El ANOVA (F ;59 = 9471 v p = 0.0019) wostréd que los dos grupos
experimentales (SAL: 1.612 % 0.156 ng/ml y TRH: 1.7 £ 0.179 ng/ml) fueron significativamenie
diferentes de ¢l grupo CI (3.036 2 0.417 ng/ml), sin haber diferencias entre SAL y TRH.
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VII. DISCUSION.
1. CONDUCTA Y EJE HHA

En este trabajo se muestra que las conductas de la cepa Wistar y de la Wistar Kyoto en
modelo de ansiedad de enterramiento difieren en la sensibilidad de percibir estimulos
aversivos y en el tipo de respuesta ante ellos. Se ha demostrado que la cepa Wistar
Kyoto es més sensible al estrés [Paré, 1990; Paré y Redei, 1993; Paré 1994]; en nuestro
trabajo esto se reflej6 en que el numero de choques eléctricos que provocaron una
respuesta conductual fue menor en la cepa WKY con respecto a la W. Las respuestas
conductuales de la cepa WKY ante el estrés son mas severas en comparacion con la
cepa W [Redei et al, 2001; Solberg, 2001]; en el modelo de ED mostramos que la
conducta de la cepa Wistar Kyoto se orient6 hacia evitar contactos con el electrodo una
vez que habian recibido un choque, evidenciando un mayor grado de miedo (tuvo
menos aproximaciones al electrodo) a recibir nuevos estimulos aversivos mientras que
las ratas W, ain habiendo identificado al electrodo como la fuente aversiva, se
aproximaron a €l en repetidas ocasiones. La cepa W enterrd por més tiempo el electrodo
en comparacioén con el empleado por la cepa WKY en esta conducta lo que indica un
comportamiento activo de defensa ante el choque eléctrico que no se observo en la cepa
WKY que tendi6 a emplear una conducta de evitacion. Este trabajo reprodujo las
diferencias conductuales reportadas para las cepas Wistar y Wistar Kyoto en el modelo

de enterramiento defensivo [Paré, 1994 y Paré 1992].

Fisiolégicamente, se ha propuesto que las respuestas conductuales al estrés que presenta
la cepa WKY son, en parte, el resultado de: 1) un eje adrenal con umbral de activacion
bajo [Lopez-Ruvalcaba y Lucki, 2000], y 2) falta de regulacion negativa sobre el eje
adrenal que provoca concentraciones altas y perdurables de corticosterona y ACTH y
que mantienen un estado de ansiedad [Rittenhouse et al., 2002]. En nuestros
experimentos, mostramos que la cepa WKY desplegé la conducta de enterramiento
defensivo después de haber recibido pocos estimulos aversivos, lo que apoya la
hip6tesis de que el umbral de activacion del eje HHA es bajo en esta cepa. Por otro
lado, en este experimento s6lo detectamos aumento en la corticosterona sérica en la
cepa W en el modelo conductual. En la cepa WKY la secrecion de corticosterona, como

respuesta al modelo de ansiedad, no se observo probablemente debido al alto nivel basal
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(i.e. del grupo CH) de esta hormona, que impidi6 una reaccion del eje adrenal ante el
estrés puesto que éste ya se encontraba activado. Sin embargo en estos experimentos,
otros marcadores de la actividad del eje HPA si fueron regulados positivamente en la
cepa WKY, tal es el caso del RNAm de pro-CRH y el RNAm del receptor GR en el
hipotalamo. En este sentido, estos resultados reproducen lo que se ha observado en el
experimentos de estrés psicoldgico por inmovilizacién en donde el RNAm de CRH en
el hipotadlamo aumenta asi como los indices de ansiedad [Nomura et al, 2003; Makino
et al, 2002]. También concuerdan con reportes en los que la inhibicion de la
sefializacion CRHérgica, por medio del uso de antagonistas a CRH inyectados i.c.v.,

en el modelo de ED atentian las respuestas ansiosas [Koob et al., 1994 y Basso et al.,
1999].

2. EJE HHT Y LA viA TRHERGICA HIPOTALAMICA

Nuestros resultados indican que el eje HHT no se activé en el modelo de ansiedad de
ED ya que no se observaron diferencias en el contenido de tirotropina en las ratas
sometidas al protocolo experimental en ninguna de las dos cepas. Ademas, el contenido

de TRH en la eminencia media no varid en el modelo de ED.

En casos de individuos recientemente expuestos a un estrés traumatico, se ha descrito
coincidencia de hiperactividad de la glandula tiroidea con sintomas neuropsiquitricos
de ansiedad como palpitaciones, dificultades para respirar y frecuencia cardiaca
acelerada. Aunque las observaciones clinicas que relacionan el estrés, sintomas
psiquidtricos y enfermedades de la tiroides han continuado, a la fecha no se han
realizado estudios epidemioldgicos que establezcan la relacion entre estas patologias.
Las hormonas tiroideas desempefian gran variedad de funciones dentro de las que se
encuentra la utilizacion de energia en las células (que es de gran importancia en durante
el estrés) y se ha demostrado que el estrés causa aumento en las hormonas tiroideas a
largo plazo [Mason et al 1968]. En algunos casos de trastornos de ansiedad se han
reportado niveles altos de la hormona tiroidea T3 [Mason 1994] y en algunos pacientes
clinicamente ansiosos existe secrecion aumentada de TSH en respuesta a la
estimulacion por TRH [Moreau et al, 1998 y Tukel et al., 1999]. Sin embargo los

resultados no han sido concordantes con otros estudios [Konig et al 1998; Kavoussi et al
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1993, Fossey et al 1993, Uhde et al 1992], por lo que el papel del eje HHT en los
trastornos emocionales como la ansiedad no ha sido establecido. Los resultados
obtenidos en este trabajo sugieren que la conducta de ansiedad en el modelo de ED no

estd relacionada con la activacion del eje HHT.

Aunque el TRH hipofisiotropico parece no estar regulado en la conducta de ansiedad,
otros marcadores de la via TRHérgica hipotalamica si respondieron especificamente al
protocolo conductual: el contenido de TRH y el RNAm de pro-TRH aumentaron en el
hipotdlamo medial superior en ambas cepas y la expresion del TRH-R1 de la cepa WKY
aumqnt6é también en esta region. Estos resultados permiten inferir un papel del TRH
hipotalamico en el modelo de ansiedad pero no como activador neuroenddcrino del eje
HHT, que es la funcién primordial que se le ha asignado al TRH hipotalamico [Boler et
al., 1969], sino probablemente como un neuromodulador. Los nicleos del hipotdlamo
que sintetizan TRH y que estan siendo activados en respuesta a la estimulacion del

choque eléctrico en este modelo, deberan ser identificados.

En el hipotalamo medial superior de la cepa Wistar Kyoto puede ocurrir una regulacién
positiva del receptor TRH-R1 por disminucién de ligando, efecto que ha sido reportado
en experimentos de deplecion de TRH endégeno por lesion [Sharif et al, 1983] o por

tratamiento cronico con drogas [Lason et al, 1995].

Nuestros resultados aportan evidencias que indican la participacion de vias TRHérgicas
no hipofisiotropicas pero si hipotalamicas en el modelo de ansiedad de enterramiento
defensivo, pero no responden preguntas sobre como ocurre esta participacion. Es
necesario indagar en detalle las relaciones del TRH en el hipotdlamo con otros
neurotransmisores de relevancia durante la ansiedad, como la noradrenalina y el GABA.
Se ha reportado por ejemplo, que el TRH es capaz de estimular la liberacién de NA en
la corteza [Itoh et al, 1994] y que en el cerebelo estimula corrientes de calcio
dependientes de GABA [Imamura et al, 1999], pero poco se sabe sobre el estado de
activaciéon del TRH y su interaccidon con otros neurotransmisores en modelos

conductuales de estrés.
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3. EL CRH EN LA AMIGDALA

El estrés, incluyendo la inyeccion central (i.c.v.) de CRH, induce la activacién de c-fos
en la amigdala [Arnold et al., 1992, Honkaniemi, 1992, Honkaniemi et al., 1992, Imaki
etal, 1993] y aumenta el RNAm de CRH [Swanson y Simmons, 1989; Mamalaki et al.,
1992; Makino et al.,, 1994a y b, 1995]. Ademas, después de estrés por inmovilizacion,
ocurre liberacion de CRH en la amigdala. Similar a los efectos intracerebroventriculares
del CRH, se ha reportado que la infusiéon intra-amigdalina de CRH produce
comportamiento ansiogénico [Liang y Lee, 1988, Lee y Tsai, 1989, Elkabir et al., 1990]
y la infusién de antagonistas a CRH atentia significativamente los efectos ansiogénicos
del alcohol durante el sindrome de abstinencia [Heinrichs et al, 1992, Swiergiel et al.,
1993].

Nuestros resultados reproducen el aumento en el RNAm de CRH en la amigdala
reportado en otros modelos, pero sélo en la cepa Wistar y en el grupo de 60 min. Sin
embargo, este efecto es inespecifico pues el aumento en RNAm de pro-CRH se debe a
una disminucion en el grupo control (CE 60) respecto al control habituado mas que a un
efecto sobre el grupo experimental exclusivamente. En la amigdala de la cepa Wistar
Kyoto no observamos aumento en el RNAm de pro-CRH. Puede ser que el modelo de
ansiedad de enterramiento defensivo no represente un estrés tan fuerte como el de
inmovilizacién, en el que se ha demostrado estimulacién de la sintesis de CRH y que
por lo tanto, en nuestros resultados s6lo se observe un leve aumento en el RNAm de
CRH en la amigdala. Se sabe que diferentes tipos de estrés producen cambios
moleculares distintos y ademas que éstos también dependen de la duracién y del nimero

de eventos del estimulo [Makino etal 1994 ay b]

Se ha observado que la inyeccion sistémica de corticosterona tanto cronica como aguda,
provoca aumento en la expresion de CRH en el nicleo central de la amigdala [Makino
et al 1994a]. Durante el estrés, que estimula la secrecion de sistémica glucocorticoides,
también se observa aumento en la sintesis d¢ CRH en la amigdala. Pero en nuestros
experimentos s6lo se observd un aumento moderado en la corticosterona sérica en la
cepa W mientras que en la cepa WKY no hubo aumento en los grupos experimentales.
En este trabajo, el patron de secrecién de corticosterona de la cepa W apoya la hipotesis

de que este modelo representa un estrés leve y en el caso de la cepa WKY, la
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hiperactividad previa del eje adrenal impidié una respuesta fisiolégica al estrés del
modelo. Estos fendmenos pueden explicar que la sintesis de CRH en la amigdala no
aumento, en parte, debido a la ausencia del estimulo de los glucocorticoides sobre las
neuronas de CRH en la amigdala. Aunque, por otro lado, no podemos descartar que el

tipo de diseccion haya evitado observar los cambios en ntcleos especificos de la

amigdala.

4. EL TRH EN LA AMIGDALA

La via TRHérgica de la amigdala respondi6 al modelo de ansiedad de manera especifica
en las dos cepas. El analisis de los diversos marcadores de esta via en la amigdala indicé
que ésta puede estar inhibida ya que el contenido de TRH aument6é mientras que el
RNAm de pro-TRH disminuy6 en grupos experimentales. Proponemos que el TRH de
la amigdala no estd siendo liberado lo que puede contribuir al establecimiento de un
estado de tipo ansioso en las ratas. Nuestros resultados no concuerdan con un reporte en
el que la inyeccion bilateral intra-amigdalar de TRH en el nticleo central de la amigdala
agrava los efectos del estrés por inmovilizacién y frio en la formacién de tGlceras
gastricas en ratas [Ray et al 1990]. Esta discrepancia puede deberse a que en nuestro
trabajo, el modelo animal empleado no representa un estrés metabdlico para el animal,
mientras que en el modelo de inmovilizaciéon por frio si por lo que los sistemas

TRHérgicos son modulados de distinta manera.

Mientras que el TRH-R1 de la amigdala no pareci6 responder a la prueba conductual, el
TRH-R2 si lo hizo, en particular en la cepa Wistar donde aumentd significativamente en
el grupo E 30. En la cepa Wistar Kyoto también se observé esta tendencia en el grupo
E30. La concentracion del RNAm del TRH-R2 en la amigdala es baja (Heuer et al
2000] en comparacion con la del TRH-R1 y se ha propuesto que estos receptores llevan
a cabo funciones distintas: el R1 principalmente transduce sefiales neuroendocrinas
mientras que el R2 es propuesto como mediador de respuestas cognitivas y somato-
sensoriales [Gershengorn et al 2003]. No se ha medido la expresién del RNAm de TRH-
R2 durante eventos estresantes pero, nuestros resultados apuntan hacia su participacién
en el modelo de ansiedad. Pareciera que ocurrié una regulacion positiva en la expresion

del TRH-R2 debida a la disminucion en la liberacion de TRH en la amigdala. Es
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intrigante que el grupo CH present6 niveles altos en el RNAm del TRH-R2 en ambas
cepas, lo que sugiere que este receptor no solo es modulado durante la ansiedad sino que

también pueda ser afectado por otros factores como el ambiente y la manipulacion.

La amigdala es probablemente la estructura mas implicada en el procesamiento
emocional. [Cardinal et al 2002]. Desde que se demostrd que las lesiones amigdalinas
en primates provocaban anulacion de respuestas de miedo (sindrome de Kluver y Bucy)
esta estructura ha sido reconocida como un elemento clave en las bases neurales de las
emociones. Estudios electrofisiologicos han mostrado que al estimular la amigdala se
producen cambios en los patrones del comportamiento que son parecidos a los que se
producen por la presencia de estimulos aversivos y lesiones en la amigdala bloquean
reacciones al estrés innatas o condicionadas [David y Casell 1994]. Este trabajo es el
primero en mostrar que, en la amigdala, la via TRHérgica endégena es modulada

durante un modelo animal de ansiedad.

5. TRH EN CORTEZA FRONTAL, HIPOCAMPO Y NUCLEO ACCUMBENS

5.INucleo Accumbens, Hipocampo y Septum

EL TRH en el nicleo accumbens ha sido postulado como un activador en la motilidad
por medio de la activacion de vias dopaminérgicas [Kalivas et al 1987 y Miyamoto et
al, 1987]. Nuestros resultados indican que la via TRHérgica en el nicleo accumbens no
es modulada durante el modelo de ED por lo que la conducta de ansiedad no esta
relacionada con la via del TRH del nicleo accumbens ni con sus interacciones con la

dopamina en esta region.

Tampoco observamos cambios en el metabolismo del TRH debidos al modelo
conductual en el septum ni en el hipocampo. Pese a que la participacién de estas dos
regiones en la conducta de enterramiento defensivo ha sido bien caracterizada [Treit et
al, 2001], ésta parece no involucrar neuronas de TRH. En el hipocampo, se ha propuesto
la participacion del TRH en modelos de memoria y aprendizaje [Ballard et al., 1996] y
se ha comprobado activacién esta via TRHérgica durante el kindling amigdalino [de
Gortari et al., 1998], nuestros resultados indican activacion inespecifica del TRH en esta
regién pues observamos una disminucion en el contenido de TRH en la cepa W y una

tendencia al aumento en el RNAm que dependieron mas de la manipulacion que del
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modelo conductual en si. En conjunto estos experimenfos demuestran que el TRH extra-

hipotaldmico es regulado de manera regién-dependiente y en funcion también del tipo

de conducta que se estudie.

5.2 Corteza frontal

En esta region, el contenido de TRH aument6 inespecificamente en la cepa W y en los
grupos experimentales exclusivamente en la WKY. No se ha reportado que durante
eventos estresantes exista una activacion de las neuronas TRHérgicas en la corteza
frontal, pero si se ha demostrado que el TRH produce liberacién de NA en esta region
[Itoh et al 1994]. Con los resultados obtenidos en este trabajo, s6lo es posible especular
que el aumento de TRH en las ratas de la cepa Wistar Kyoto expuestas al modelo de
ansiedad estd relacionado con el comportamiento ansiogénico de esta cepa y que la NA

puede ser uno de los efectores del tripéptido en esta region.

Como la cepa W presentd aumento en contenido de TRH tanto en los grupos
estimulados por los choques eléctricos como en los controles, por lo tanto inferimos su
participacion en eventos de exploracion al ambiente y en respuesta a la manipulacion
pero no debido al estimulo aversivo de los choques eléctricos. Dado que en esta region
no se detecta RNAm de TRH, es necesario indagar sobre el estado de activacion de
otros marcadores de la via TRHérgica (receptores, PPII) en las mismas condiciones
experimentales para poder establecer si ésta es modulada en funcion de la cepa que se

investigue y/o del modelo conductual que se utilice.

En resumen, en el modelo de ED observamos participacién del TRH limbico y no del
hipofisiotrépico en la conducta de ansiedad. Nuestros resultados indicaron que sélo las
vias TRHérgicas del sistema limbico y probablemente, de la amigdala exclusivamente,

son moduladas al someter a los animales a un paradigma conductual.

6. EFECTOS DE LA INYECCION I1.C.V. DE TRH EN LA CONDUCTA DE ENTERRAMIENTO
DEFENSIVO

Nuestros resultados indican que el TRH puede tener efectos ansioliticos ya que la

inyeccion de TRH i.c.v disminuy6 el tiempo de enterramiento y el tiempo requerido
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para reaccionar activamente ante los choques eléctricos. En otro trabajo en el que fue
utilizado el modelo de sobresalto acustico [Thomson y Rosen, 2001] se observa que el
TRH disminuye la respuesta a dicho estimulo. Sin embargo, la inyeccién de TRH no
modifica el sobresalto por miedo y ademas causa aumento en la motilidad durante las
pruebas conductuales por lo que los autores no pueden descartar efectos inespecificos.
En contraste, en nuestro trabajo, el efecto ansiolitico del TRH exdgeno no se debi6 a
una disminucion en la actividad de las ratas puesto que el marcador conductual de
actividad no fue modificado (i.e. las exploraciones al aire). Dado que tampoco se
modifico el nimero de estimulos necesarios para provocar una respuesta defensiva de
enterramiento, la disminucién en la conducta ansiosa no se debi6 a que las ratas
recibieran menos choques. Este es el primer reporte en el que, por medio de inyeccidén

central de TRH se observan disminuciones en conductas emocionales exclusivamente.

Adicionalmente, los efectos conductuales de la inyeccién de TRH no involucraron
activacion del eje tiroideo pues no encontramos aumento de tirotropina en las ratas
tratadas con TRH. Este resultado concuerda con los experimentos de ED con ratas
intactas en los que tampoco encontramos activacién del eje tiroideo y ademads apoya

nuestra hipétesis de que un sitio de actividad ansiolitica del TRH puede ser la amigdala.
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VIII. CONCLUSIONES

1. Las diferencias conductuales en el modelo de enterramiento defensivo de las cepas
Wistar y Wistar Kyoto se deben al diferente grado de activacion del eje adrenal y
posiblemente, a la activacion y regulacion diferenciales de la via TRHérgica

hipotaldmica.

2. El TRH del hipotalamo, pero no el hipofisiotropico, participa en la conducta de
ansiedad.

3. En ambas cepas existe una inhibicion de la via de TRH de la amigdala que

correlaciona con la conducta ansiosa.

4. Los cambios en la via del TRH de la amigdala apoyan su participacién en conductas
relacionadas con procesos emotivos, pues la expresion del receptor TRH-R2,

aumenta en esta region.

5. El efecto ansiolitico de la inyeccion de TRH i.c.v. confirma que el péptido tiene una
funcion determinante en la conducta de los animales sometidos al modelo de
enterramiento defensivo y apoya que los cambios endogenos de la via de TRH que
describimos aqui, estan relacionados con su participacion en la ansiedad y son

independientes de la funcién neuroenddcrina.
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