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ABREVIATURAS

Ac, anticuerpo

ACh, acetilcolina

ACTH, hormona adrenocorticotropa

AgRP, péptido similar a la proteina Agouti
o-MSH, hormona melanocito-estimulante
AM, horario entre las 10-12 hs

Arc, nucleo arcuato

ARNm, mensajero del 4cido ribonucleico
ATP, adenosina-trifosfato

AVPV, nucleo antero-ventroperiventricular
BNST, nucleo del lecho de la estria terminal
CAE, comportamiento de aseo excesivo
C-terminal, carboxilo terminal

cDNA, DNA complementario

c-Fos, proteina c-Fos

CoA, proteinas co-activadoras

CoR, proteinas co-represoras

DA, dopamina

D, segundo dia del diestro

DMH, nucleo dorsomedial hipotalamico
DOPAC, Acido 3,4-dihidroxifenilacético

E, dia del estro

EG, esteroides gonadales

Eje HHG, hipotadlamo-hip6fiso-gonadal

Eje HHT, eje hipotdlamo-hipéfiso-tiroideo
EPSCs, corrientes excitatorias post-sindpticas
ER-q, receptor de estréogenos-a

ER-B, receptor de estrégenos-f3

E,B, benzoato de estradiol

FSH, hormona foliculo-estimulante

GABA, acido y-amino-butirico

GAD, descarboxilasa del acido-glutamico
GAD-67, descarboxilasa del acido-glutdmico-
67

GALP, péptido similar a la galanina

GH, hormona del crecimiento

GIRK, canales de K*activados por proteina G

GnRH, hormona liberadora de gonadotrofinas

GPCR, receptores acoplados a proteina-G
hipoT, grupo con induccién de
hipotiroidismo

hiperT, grupo con induccién de
hipertiroidismo

ICV, intracerebroventricular

[Hy, area incerto-hipotalamica

IPSCs, corrientes inhibitorias post-sindpticas
-ir, inmunoreactividad

ITFs, factores de transcripcion inducibles
L-Dopa, dihidroxifenilalanina

LH, hormona luteinizante

LHA, hipotdlamo lateral o area hipotaldmica
lateral

LPO, area preoptica lateral

L-T4, L-tiroxina

MA, actividad motora

MAPK, proteinas quinasas activadas por
mitégenos

MC4R, receptor tipo 4 de a-MSH

MCH, hormona melanocito-concentrante
MCH-R, receptor de MCH

MCT8, monocarboxilato 8

ME, eminencia media

MPA, area predptica medial

MPN, ntcleo predptico medial

NA, noradrenalina

NEI, neuropéptido acido-glutdmico-
isoleucina-amida

NGE, neuropéptido glicina-acido glutadmico
NGS, suero normal de cabra

NPY, neuropéptido Y

OVLT, érgano vasculoso de la lamina
terminal

OVX, ovarectomizadas

P, dia del proestro

PCs, proconvertasas

Pe, ntcleo periventricular
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PeFLH, region perifornical del hipotalamo
lateral

PeF, ntcleo perifornical

Pi, glandula pineal

PM, horario entre las 17-19 hs

PLH, porcién peduncular del hipotdlamo
lateral

PLH1), localizacién lateral del PLH

PLH(2), localizacién medial del PLH
PLHLatSubl, region lateral subincerta de la
porcion peduncular del hipotalamo lateral
POA, area preoptica

POMC, pro-opio-melanocortina

PP, neurohipdfisis

p-MCH, pro-melanocito-concentrante
pp-MCH, pre-pro-melanocito concentrante
pp-TRH, pre-pro hormona liberadora de
tirotropina

p-TRH, precursor de la hormona liberadora
de tirotropina

PTU, 6-propil-2-tiouracilo

PVH, ntcleo paraventricular hipotaldmico
RIA, radioinmunoanalisis o
radioinmunoensayo

RXRs, receptores X del 4cido retinoico

SC, via subcutanea

SCN, nucleo supraquiasmatico

SHBG, globulina transportadora de
esteroides sexuales

SNC, sistema nervioso central

TGB, globulina de union a tiroxina

TH, tirosina hidroxilasa

THs, hormonas tiroideas

TIDA, neuronas dopaminérgicas
tuberoinfundibulares

TRs, receptores de hormonas tiroideas
TRa, receptor o de hormonas tiroideas
TR, receptor  de hormonas tiroideas
TRp4, receptor B1 de hormonas tiroideas
TRp2, receptor 2 de hormonas tiroideas
TREs, elementos de respuesta a las THs
TRH, hormona liberadora de tirotropina
TRH-Rs, receptores de TRH

TRH-R1, receptor tipo 1 de tirotropina
TRH-R2, receptor tipo 2 de tirotropina
TSH, tirotropina

TSH-R, receptor de tirotropina

TTR, transtiretina o prealbiimina de unién a
tiroxina

T3, tri-iodotironina

T4, tiroxina

VMH, ntcleo ventromedial hipotalamico
VO, via oral

VTA, area tegmental ventral

7], zona incerta

ZIm, zona incerta medial

ZIR, zona incerta rostral

Z1V, zona incerta ventral

3D, tridimensional

3v, tercer ventriculo

5-HT, serotonina
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RESUMEN

El hipo- y el hipertiroidismo afectan el correcto funcionamiento del eje hipotalamo-
hipéfiso-gonadal (eje HHG) y del sistema nervioso central (SNC), el estudio de estas
disfunciones en animales de experimentacion ha permitido demostrar que las hormonas
tiroideas (THs) pueden ser responsables de dichas alteraciones actuando en forma directa,
o indirecta mediante la regulaciéon a nivel central de moléculas neurotransmisoras y
neuromoduladoras. El neuropéptido acido-glutamico-isoleucina-amida (NEI) actiia como
neuromodulador en la liberacion de la hormona luteinizante (LH) y como
neurotransmisor en ciertos comportamientos como la actividad motora (MA) y el
comportamiento de aseo excesivo (CAE). El presente trabajo de tesis fue realizado con la
finalidad de estudiar la posible regulaciéon de las THs sobre la expresion de NEI en
distintas areas hipotaldmicas y de correlacionar las modificaciones de la misma con las
manifestaciones clinicas que se producen en estas patologias. Para esto se desarrollé un
modelo de hipo- en hipertiroidismo en ratas macho adultas y en hembras durante el ciclo
estral en las que se estudiaron distintas regiones hipotalamicas involucradas en el control
de la reproduccion y del comportamiento. El analisis de las mismas fue realizado midiendo
la concentracion del péptido por radioinmunoandlisis y su expresion por estudios de
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. La relacién de NEI con la expresion de
enzimas como tirosina hidroxilasa (TH) y descarboxilasa del acido-glutdmico (GAD) y su
posible modificacién secundaria a la disfuncién tiroidea también fue estudiada. Para
determinar si la hormona liberadora de tirotropina (TRH) podria ejercer algin efecto
regulatorio sobre la neurona de NEI, se determind la presencia de su receptor 1 (TRH-R1)
en los somas que expresan el péptido. Los resultados obtenidos demuestran que tanto el
déficit como el exceso de THs son capaces de modificar la concentracion del péptido en
distintas areas hipotalamicas y que posiblemente los cambios en la concentracion de NEI
sean mediados en forma directa por las THs, o indirecta a través de los esteroides
gonadales o de TRH actuando a través del TRH-R1. También se demostr6 que existe una
interelaciéon entre NEI y los somas y fibras que expresan TH, modificAndose la misma
cuando los animales son expuestos a exceso de THs. Por lo tanto, estos resultados
demuestran que NEI podria estar involucrado en los mecanismos subyacentes a las

alteraciones a nivel reproductivo y del comportamiento observadas en estas patologias.
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SUMMARY

Hypo- and hyperthyroidism affect the proper functioning of the hypothalamic-pituitary-
gonadal axis (HPG axis) and the central nervous system (CNS), studies done in
experimental animals have demonstrated that in the CNS thyroid hormones (THs) are
responsible of these changes acting directly or indirectly trhough the modulation of
neurotransmitters and neuromodulators. The neuropeptide glutamic-acid-isoleucine-
amide (NEI) acts as a neuromodulator in the release of luteinizing hormone (LH) and as a
neurotransmitter in certain motivated behaviors as motor activity (MA) and excessive
grooming behavior (EGB). This thesis work was performed in order to study the possible
regulation of TSH on NEI expression in various hypothalamic areas and to correlate that
changes with the clinical manifestations that occur in these pathologies at the
reproductive and central levels. For this aim a rat model of hypo- and hyperthyroidism
was developed in adult male and females during the estrous cycle. A series of
hypothalamic regions involved in the control of reproduction and motivated behaviors
were studied. NEI was determined by radioimmunoassay, immunohistochemistry and
immunofluorescence methods. The relation of NEI with other molecules such as tyrosine
hydroxylase (TH) and glutamic-acid-decarboxylase (GAD) and its possible modification
secondary to the changes on thyroid hormones levels was studied. To determine a
possible regulatory mechanism between thyrotropin releasing hormone (TRH) on NEI
neuron, the presence of its receptor 1 (TRH-R1) was determined in NEI cells. The results
demonstrate that both high and low levels of THs are able to modify the concentration of
the peptide in various hypothalamic areas probably directly or indirectly through gonadal
steroids or by TRH. Also it was demonstrated that there is an interrelation between NEI
and the soma and fibers expressing TH which changed in the hyperthyroid model. In
summary, these results show that NEI could be involved in the mechanisms underlying the

impairments at the reproductive and behavioral levels observed in these pathologies.



CAPIiTULO 1
INTRODUCCION GENERAL



El sistema nervioso y el sistema enddcrino se encuentran intimamente relacionados
estableciendo mecanismos de regulacién mutua. Pese a las diferencias funcionales y
estructurales entre éstos, ambos actian a través de un mecanismo similar: liberacién de
intermediarios quimicos y moléculas mensajeras (neurotransmisores y hormonas
respectivamente) que alcanzan la célula efectora desencadenando una respuesta
determinada (1). Segin el Dr. Clark T. Sawin, una hormona presenta los siguientes
requisitos: "Secretada por células vivas en cantidades muy pequeiias dentro del organismo;
transportada usualmente por la sangre a puntos especificos de accién donde no son usadas
como fuente energética, regulando pero sin iniciar reacciones y desencadenando respuestas
apropiadas del organismo”, si bien esta definicién presenta limitaciones, permite dar un
marco al concepto de hormona (2). Con el desarrollo del radioinmunoensayo a mediados
del siglo pasado, por los Dres. Berson S y Yalow R, basado en la competencia entre la
hormona radioactiva y la natural por puntos especificos de un anticuerpo (Ac) de alta
afinidad, se pudieron detectar hormonas en concentraciones de nanogramos o picogramos
en sangre y otros liquidos corporales, contribuyendo esta técnica al descubrimiento de la
primera hormona hipotaldmica con funcién reguladora sobre la adenohipésisis, la
hormona liberadora de tirotrofina (TRH), probando con éste y otros estudios la teoria del
control neurohumoral de la adenohipéfisis (2-5). A través de la producciéon de factores
liberadores hipotalamicos, el sistema nervioso central (SNC) ejerce una importante
influencia regulatoria sobre la secrecién de las hormonas hipofisarias (6), estableciéndose
entre el SNC y el end6crino mecanismos de retroalimentacidon positiva y negativa que

permiten establecer un estado de homeostasis neuroendocrina.

1.1. Primera Parte
1.1.1.Pro-hormonas: Generalidades

Las pre-pro-hormonas son proteinas de alto peso molecular que poseen en su extremo
N-terminal un péptido sefial que permite que la molécula sea direccionada a un lugar
especifico de la célula, cumplida su funcién este péptido se escinde. Luego de una serie de
mecanismos pos-traduccionales, las pro-hormonas dan lugar a maultiples péptidos
biolégicamente activos. Uno de estos mecanismos es llevado a cabo por la accién de
endoproteasas, proconvertasas (PCs), que clivan a la molécula en pares de aminoacidos
basicos (Lys-Arg, Arg-Arg, Lys-Lys) de su extremo carboxilo (C)-terminal (7). Multiples
moléculas presentan estas caracteristicas, entre ellas podemos citar a la pro-opio-
melanocortina (POMC) que en la adenohipdfisis da origen a la hormona
adrenocorticotrofa (ACTH) y péptidos semejantes de [(-endorfina, mientras que en el

16bulo hipofisario intermedio da lugar a la hormona melanocito-estimulante (a-MSH) (8);



otra, es el precursor de la hormona liberadora de tirotrofina (p-TRH) que origina a la
hormona liberadora de tirotrofina (TRH) y formas intermedias (9, 10). La hormona pro-
melanocito-concentrante (p-MCH) presenta las mismas caracteristicas descriptas, las

cuales seran detalladas en la seccién 1.1.2.

1.1.2. Pro-melanocito-concentrante

La pre-pro-melanocito concentrante (pp-MCH) es una molécula compuesta por 165
aminodacidos. El DNA complementario (cDNA) que codifica para pp-MCH se encuentra
altamente conservado en la rata, el humano y el ratén con un 80 a 90% de homologia en su

secuencia (Fig. 1).

Secuencia de aminoacidos que componen pp-MCH

A. En humanos
1 makmnlssyi liltfslfsq gillsasksi rnldddmvfn tfrigkgfqk edtaeksvia
61 psleqyknde ssfmneeenk vskntgskhn finhglplnl aikgyqalkg svdfpaengv
121 gntestgekr eigdeensak fpigrrdfdm Ircmlgrvyr pcwqv

B. En ratas
1 makmslssym Imlafslfsh gillsasksi rnveddivfn tfrmgkafqk edtaersvva
61 pslegyknde sgfmkddddk ttkntgskqn Ivthglplsl avkpylalkg pavfpaengv
121 gntestgekr eigdeensak fpigrrdfdm Ircmlgrvyr pcwqv

Fig. 1. Comparacién de la secuencia de aminodcidos que componen pp-MCH en humanos y ratas. A.
Corresponde a la secuencia en humanos: melanin-concentrating-hormone [Homo sapiens] GenBank: AAA63214.1;
B. En ratas: melanin-concentrating-hormone precursor [Rattus norvegicus] GenBank: AAA41580.1. Marcados con

rojo los aminodcidos que difieren entre las especies.

Por la accién de endopeptidasas en el aa Gly21 se genera p-MCH (144 aa) (11). El
clivaje selectivo de p-MCH en pares de aminoacidos basicos de su extremo C-terminal es
llevado a cabo por las PCs 1/3 y 2, que procesan precursores cuyos productos finales son
almacenados en granulos secretorios neuroenddécrinos (12).

De p-MCH derivan 3 péptidos, la hormona melanocito-concentrante (MCH), el
neuropéptido acido-glutdmico-isoleucina-amida (NEI) y el neuropéptido glicina-acido-
glutamico (NGE) (13, 14). Tanto PC1/3 como PC2 son capaces de clivar el sitio Arg145-
Argl146 dando lugar a MCH, mientras que sélo PC2 es la responsable del clivaje en los aa
Lys129-Arg130, siendo la enzima clave para la produccién de NEI (Fig. 2). La importancia
de PC2 en el clivaje de NEI ha sido demostrada en ratones mutantes con produccién de
PC2 truncada e inactiva, en los que se observo una marcada disminucién en el contenido

de NEI y un efecto opuesto en el de MCH (7). Otro mecanismo pos-traduccional
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involucrado en el procesamiento de p-MCH es llevado a cabo por la carboxipeptidasa E,
que es una enzima especializada en el clivaje de los residuos basicos del extremo C-
terminal de los péptidos derivados de las pro-hormonas. Se ha demostrado que la ausencia
de esta enzima en ratones obesos (fat/fat) disminuye hasta 10 veces el contenido de NEI
en extractos hipotaldmicos, mientras que no se modifica la concentracién de MCH. Por lo

tanto, son dos los mecanismos limitantes en la produccién de NEI maduro (15).

A

NHy %? % NGE NEI MCH FCOOH
v 23 g e |[ier o5

§
§

sk}
A
6™
bre
6o

130 140 - 150 160
QEKREIGDEENSAKFPIGRRDFDMLRCMLGRVYRPCWQV
A A J S

| |
Lys129Arg130 site Arg145Arg146 site

' NEI ' MCH

PC2 PC1/3
PC2

Fig. 2. Representacion esquemdtica del clivaje de la pre-pro-melanocito concentrante (pp-MCH) en los
sitios especificos que dan lugar a NEI, MCH y NGE. A. Representacion de la molécula completa de pp-MCH; B.
secuencia de aminodcidos que componen NEI y MCH. Las flechas indican los sitios donde PC2 escinde p-MCH para
dar lugar al péptido NEI, .representa el sitio amidado. Esquema modificado a partir de Viale A et al. 1999 y
Bittencourt JC et al. 1992 (7, 16).

Estudios realizados en roedores (16-18) y en humanos (14, 19), demuestran que a
nivel del SNC la pp-MCH se sintetiza principalmente en el diencéfalo. Es importante
destacar que MCH ha sido la mas estudiada, sobre todo en relacion a la obesidad, el control
de la ingesta y el ritmo circadiano (20, 21). El péptido NGE ha sido el menos estudiado de
los tres, se ha demostrado que induce el aumento de los neurofilamentos de actina y la

produccion de sinaptofisina en el dia 18 del desarrollo fetal en la rata (13, 22).

1.1.3. Neuropéptido acido-glutamico-isoleucina-amida (NEI)
1.1.3.1. Sintesis y localizacién anatémica

NEI es un péptido lineal de 13 aa que surge del clivaje de p-MCH (13, 14, 22). La
presencia de un residuo Gly en su extremo C-terminal sugiere fuertemente que este
péptido se encuentra amidado (22, 23). La inmunoreactividad (-ir) de MCH y NEI y la
expresion del mensajero del acido ribonucleico (ARNm) de p-MCH se observa
principalmente en regiones diencefalicas tales como el area incerto-hipotalamica (IHy)

(Fig. 3A)(16, 18, 24) y la region perifornical (PeFLH) y la porcién peduncular (PLH) del
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hipotalamo lateral (LHA) (Fig. 3B), observandose proyecciones de estas neuronas hacia
todo el SNC (14, 16, 17, 25-27); incluso a la neurohip6fisis (PP) donde las fibras NEI-ir se
presentan preferentemente concentradas hacia la periferia de la glandula (16), sugiriendo
su relacién con los terminales que contienen ocitocina (28). La distribuciéon anatomica de
las neuronas y fibras que expresan NEI a nivel hipotalamico, se correlaciona con la

demostrada para los receptores de estrogenos y andrégenos (29).

Fig. 3. Distribucién diencefdlica de las células NEI-ir. A. Area incerto hipotaldmica (IHy) a aproximadamente -
2.28 mm de distancia al Bregma, B. porcién peduncular del hipotdlamo lateral (PLH) y region perifornical del
hipotdlamo lateral (PeFLH) aproximadamente a -2.76 mm de distancia al Bregma; 3v, tercer ventriculo; f, férnix;
ic, cdpsula interna. Fotomicrografia de luz de inmunohistoquimica revelada con diaminobenzidina. Barra de

Escala: 100 um.

1.1.3.2. NEI induce el comportamiento de aseo excesivo, la actividad motora y la
receptividad sexual en la rata

Estudios in vivo han demostrado que NEI presenta funciones neurotransmisoras y
neuromoduladoras. Como neurotransmisor induce el comportamiento de aseo excesivo
(CAE) y la actividad motora (MA) (30), la inyeccion del péptido en el area tegmental
ventral (VTA) produce aumento del CAE y de la MA a los 30 y 60 min respectivamente,
correlacionandose con un incremento en los niveles de noradrenalina (NA) en el nucleo
accumbens y aumento en la relacion del metabolito acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC) y dopamina (DA) (DOPAC/DA) en el ntucleo caudado. Por lo tanto, NEI induce
cambios en el metabolismo de las catecolaminas posiblemente favoreciendo su liberaciéon
en el nucleo accumbens y en el complejo caudado-putamen mediando de esta manera su
accién en estos comportamientos (31). En otro trabajo se demostré que el CAE inducido

por NEI involucra la accion de NA a través del receptor Bi—adrenérgico (32). Las



implicancias del sistema colinégico en relacién a la induccién del CAE y la MA mediada por
NEI también han sido estudiados; la inyeccién de atropina (antagonista muscarinico)
administrada intra-cerebroventricular (ICV) 5 min antes de la inyeccion de NEI suprime el
efecto del péptido sobre el CAE y la MA, sin embargo, la inyeccidn de dihidro-§-eritroidina
(antagonista nicotinico) previo a la administracién de NEI no produce cambios. Por lo
tanto, el sistema colinérgico estaria involucrado en estos efectos a través de la activacion
de los receptores muscarinicos (33), principalmente del receptor pi (34). En la rata
hembra adulta la inyeccidn bilateral del péptido en el nicleo ventromedial hipotaldmico
(VMH) estimula el comportamiento exploratorio, mientras que su inyecciéon en el MPA

induce un aumento en la receptividad sexual (35).

1.1.3.3. NEl y su funcién como neuromodulador
1.1.3.3.1. Estudios in vivo

Viale A et al. demostraron que NEI y MCH tienen una funcién importante en la
regulacion central del eje hipotdlamo-hipéfiso-gonadal (eje HHG) mediante la
determinacién de la expresion del ARNm de MCH y de NEI y los efectos del benzoato de
estradiol (E2B) sobre la sintesis y la liberacion de NEI en relacién al pico preovulatorio de
la hormona luteinizante (LH) en monas ovariectomizadas (OVX) (36). La expresién génica
de la p-MCH se encontr6 predominantemente en el hipotalamo (36) tal como habia sido
demostrado previamente en la rata (16). La exposiciéon de las monas OVX a E;B provoca
variaciones fasicas y paralelas en la inmunoreactividad de ambos péptidos observandose
un aumento transitorio de su expresion a las 30 h pos-tratamiento, coincidente con el pico
del estradiol; luego disminuye y aumenta nuevamente a las 72 h coincidiendo con el pico
de la LH. Estos resultados sugieren la participacion de estos péptidos en la regulacion pre-
ovulatoria del ciclo reproductivo en los primates (36). La inyeccién bilateral de MCH en el
area preoptica lateral o medial (LPO y MPA respectivamente) de ratas OVX tratadas con
E2B induce la liberacién de la LH (37). En el afio 2004 Attademo AM et al. demostraron
que la inyeccién ICV de 1 pg/ul de NEI en ratas macho y en ratas hembra OVX tratadas con
10 pg E2B + 40 pg de progesterona aumenta los niveles de LH en suero comparado con los
animales controles, a los que se les inyectd fluido cerebro-espinal artificial (38). En el afio
2006 Attademo AM et al. publicaron un trabajo donde se describe el sustrato anatémico
por el que NEI induciria la liberaciéon de la LH en ratas de la cepa Wistar, OVX y en ciclo,
distribuidas en los siguientes grupos: 1-OVX perfundidas 15 dias posterior a la cirugia; 2-
OVX + 10 pg de E;B y perfundidas 48 h después; 3- OVX + 10 pg de E:B + 40 pg de
progesterona inyectada 48 h posterior al E;B y perfundidas 5 horas después; 4- OVX +

aceite de sésamo; 5- hembras en ciclo perfundidas el dia del proestro (P); 6- hembras en



ciclo perfundidas el dia del diestro. Los resultados muestran neuronas NEI-ir en la zona
incerta medial (ZIm), en el perifornix (PeF) y en el LHA observandose estrecha relaciéon
con los somas TH-ir en la ZIm. En cuanto a la distribucién de las fibras que expresan NEI se
describe su presencia en el nicleo medioseptal, en la banda diagonal de Brocca, en los
alrededores del drgano vasculoso de la ldmina terminal (OVLT), en el area preoptica (POA)
y en la lamina interna de la eminencia media (ME). También en este trabajo se analiza la
distribucion de las fibras NEI-ir en relacién a los somas neuronales que expresan la
proteina c-Fos en la tarde del P en el MPA y en el nicleo antero-ventroperiventricular
(AVPV)(39); c-Fos es una proteina codificada por el gen c-fos y corresponde a uno de los
factores de transcripcion inducibles (ITFs). Este factor luego de su activacion llevada a
cabo por diversos estimulos extracelulares interactia con el DNA para influenciar la
transcripcion de genes especificos, como por ejemplo el de hormona liberadora de
gonadotrofinas (GnRH), indicando la activacién de dicha célula (40). Ademas se estudié la
relacion de las terminales que expresan NEI con las GnRH-ir y con los vasos del sistema
porta-hipofisario en la ME demostrandose una relacién estrecha con ambos. En la tarde
del P y en las hembras OVX + E;B + progesterona se demuestra que en las neuronas
localizadas en el AVPV que expresan GnRH + c-Fos, observadas en este trabajo (39) y en
otros (40), aproximadamente un 10% reciben fibras que expresan NEI; se describe
ademas una intensa distribuciéon de las terminales NEI-ir en el OVLT y en el POA con
inervacion de aproximadamente el 60% de las neuronas que expresan GnRH-c-Fos. Como
conclusién, NEI podria inducir la liberacion de la LH en forma directa a través de su
liberacion desde la ME en los vasos del sistema porta-hipofisario o en forma indirecta
modulando la accién de las neuronas que expresan la GnRH en el MPA y en el AVPV y/o
por modulacién de las terminales de GnRH localizadas en la ME. La presencia de los somas
NEI-ir junto con los que expresan TH en la ZIm podria indicar otro posible mecanismo de

regulacion del pico de la LH (Fig. 4) (39).

Dopamina

ZIm

ME

Fig. 4. Representacion esquemadtica de las distintas vias postuladas por las que NEI podria inducir o

modular la liberacion de LH. Modificado a partir de Attademo AM et al. 2006 (39).



1.1.3.3.2. Estudios in vitro

Estudios realizados en explantes hipotalamicos demostraron que la MCH induce la
liberacién de la GnRH y en consecuencia de la LH. MCH realiza estas acciones a través de
sus receptores 1 y 5 (MCH-R1 y MCH-R5, respectivamente) (37). En otro trabajo se
utilizaron cultivos de células hipofisarias de ratas hembra para demostrar si NEI podria
actuar directamente sobre estas células e inducir la liberacion de la LH y/o potenciar la
accion de la GnRH y se estudié ademas el posible efecto del péptido sobre la liberacion de
otras hormonas hipofisarias tales como prolactina, hormona del crecimiento (GH) y la
hormona foliculo-estimulante (FSH). Los resultados demostraron que NEI induce una
liberacién rapida de la LH y que ésta es dosis dependiente, observandose la maxima
respuesta a las 4 h luego de aplicado el estimulo con un aumento en los valores de la LH
cinco veces mayores a los hallados en el control y se evidencié un efecto potenciado
cuando se adicioné en forma conjunta con la GnRH. NEI no fue capaz de liberar prolactina,
GH o FSH, confirmando su especificidad sobre la LH. A nivel ultraestructural se demostré
que NEI induce cambios en la morfologia de las células luteotrofas con un marcado
desarrollo del reticulo endoplasmico, del complejo de Golgi y un aumento del numero de
granulos secretorios proximos a la membrana celular. Las células somatotrofas, lactotrofas

y tirotrofas no presentaron cambios después del tratamiento con NEI (41).

1.1.3.4. Caracteristicas de las neuronas productoras de NEI

Se ha demostrado que casi la totalidad (96 * 3%) de las neuronas del IHy (antes
llamada ZIm) y del LHA que expresan NEI también expresan MCH (16). Estos somas han
sido estudiados principalmente en relacion al control de la ingesta y si bien ha sido
demostrado que NEI no ejerce ningtin efecto regulatorio sobre la alimentacion (42, 43), el
analisis de las caracteristicas de los mismos nos permiten inferir los mecanismos

regulatorios que pueden actuar sobre la sintesis, liberacion y degradacion de NEL

1.1.3.4.1. Regulacion de las neuronas productoras de NEI localizadas en el
hipotalamo lateral (LHA) (Fig. 5)

Las células responsables de la sintesis de NEI presentan un ritmo, aparentan estar
inactivas durante la vigilia y el periodo del suefio de movimientos oculares rapidos (MOR,
o REM en inglés), mientras que son activadas por la glucosa, el frio y durante el suefio
profundo (44). Las concentraciones fisiolégicas de la glucosa a nivel del SNC varian entre
0.2 a5 mM (en condiciones de hipoglucemia e hiperglucemia sistémica, respectivamente).
La disminucidn de la concentracién de la glucosa induce la despolarizacién de esta célula

con un aumento en la resistencia de membrana de la misma, con una media-maxima del



efecto a concentraciones de glucosa de 0.8 mM. La resistencia de la membrana es mayor a
niveles de glucosa de 5 mM, observandose un incremento del 74 * 18 % en la misma
célula comparado a lo observado a 0.2 mM. Por lo tanto, las concentraciones fisiolégicas
de la glucosa aumentan la excitabilidad eléctrica de las neuronas que sintetizan MCH/NE],
causando su despolarizacién y aumento de la resistencia de la membrana plasmatica. Este
mecanismo seria llevado a cabo por el ingreso de la glucosa a la célula, su metabolizacién
y la produccidn de adenosina-trifosfato (ATP) seguido del cierre de los canales de potasio
sensibles a ATP localizados en la membrana plasmatica, suprimiendo la conductancia
idnica inhibitoria de estas células. Las neuronas de MCH/NEI proyectan hacia areas
relacionadas con el control del apetito, el metabolismo y el ciclo vigilia-suefio. Las acciones
excitatorias de la glucosa promoverian el suefio y la conservacién de la energia cuando
estos recursos se encuentran altos, por ej. luego de alimentarse y a la inversa la
disminucién de la concentracién de la misma suprimiria el suefio y promoveria la
actividad y la busqueda de alimento (45).

Estos somas reciben terminales excitatorias e inhibitorias, el glutamato una vez unido a
sus receptores ejerce un efecto despolarizante, mientras que el acido y-amino-butirico
(GABA) induce su hiperpolarizacién (46). También expresan MCH-R1 lo que evidencia un
posible mecanismo autoregulatorio de retroalimentacidn negativa a través de la inhibicién
de los canales de calcio dependientes de voltaje (47). Por otro lado, orexina ejerce acciones
excitatorias directas induciendo la despolarizacién de la membrana plasmatica o
indirectas a través del aumento de la liberaciéon de glutamato (48). También reciben
terminales del neuropéptido Y (NPY) y de la a-MSH, ambos provenientes del ntcleo
arcuato (Arc); NPY tiene un efecto estimulatorio (49) mientras que a-MSH la inhibe
actuando en forma directa a través de su receptor tipo 4 (MC4R) (50) o en forma indirecta
a través de las neuronas del ndcleo dorsomedial (DMH) y paraventricular hipotalamico
(PVH) (51).

Se ha demostrado que durante el periodo de vigilia, la NA, la acetilcolina (ACh) y la
serotonina (5-HT) inhiben las neuronas de MCH/NEI: la NA actda a través del receptor
adrenérgico-a, estimulando canales de K+ activados por proteina-G (GIRK) y modula los
inputs sindpticos disminuyendo la frecuencia de las corrientes excitatorias pos-sinapticas
(EPSCs) e incrementando las inhibitorias (IPSCs); la ACh induce un efecto hiperpolarizante
a través de los receptores muscarinicos (48) e incrementa la liberacion de GABA por la
activacion de receptores nicotinicos que contienen la subunidad «-7 (52) y la serotonina
induce hiperpolarizaciéon de la membrana de estas neuronas (48). El efecto opuesto se

observa durante el periodo de sueilo profundo (46).



Respecto a la DA, actua a través del receptor adrenérgico-a; estimulando los canales
GIRK, la activacion de éstos ejerce un efecto hiperpolarizante, disminuyendo Ila
excitabilidad de estas neuronas. Ademads, estos somas reciben mayormente inputs
GABAérgicos y menos glutamatérgicos; la DA modula estos inputs de una manera
compleja: a bajas concentraciones activa al receptor dopaminérgico (D) 1, promoviendo la
actividad presinaptica, mientras que a altas concentraciones, inhibe la actividad
presindpica a través del D2. Por lo tanto la accion de la DA llevaria a una disminucién en la
excitabilidad de la neurona de MCH, disminuyendo la liberacion de MCH y el

comportamiento alimenticio (53).
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Fig. 5. Esquema de la regulacion de la neurona de pp-MCH en el hipotdlamo lateral (LHA). La regulacion de
la neurona productora de NEI ha sido muy estudiada en relacion a los mecanismos de MCH involucrados en
control de la ingesta y el ciclo vigilia/suefio. Distintas moléculas ejercen acciones inhibitorias (marcadas con
naranja) o excitatorias (marcadas en verde). En azul se encuentra el input de NPY ya que atin no estd definido su

efecto. Tomado de Guyon A et al. 2009 (46).
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1.2. Segunda Parte
1.2.1. El eje hipotalamo-hipoéfiso-tirodeo (eje HHT): Generalidades

La TRH es sintetizada por las neuronas del PVH y alcanza la adenohipofisis a través de
su liberacion en la ME y los vasos del sistema porta-hipofisario. En la adenohipdfisis actiia
sobre las células tirotrofas estimulando la sintesis y la secrecién de la tirotrofina (TSH). La
TSH actta sobre la glandula tiroides, siendo el factor més importante en la estimulacién de
la sintesis y la secrecién de las hormonas tiroideas (THs) (54-58). Las THs se distribuyen
por sangre a los diferentes o6rganos y tejidos, regulando el metabolismo basal e
interviniendo en procesos tales como, el crecimiento celular, la regulacién de la
temperatura corporal, el nivel de colesterol, el humor, la memoria y la capacidad de
concentracién, entre otros. Tiroxina (T.) y tri-iodotironina (T3) ejercen a nivel
hipotalamico e hipofisario un efecto inhibitorio sobre la sintesis y la liberacion de la TRH y
de la TSH respectivamente (59). Por lo tanto, el eutiroidismo es mantenido como resultado
de un balance entre la retroalimentacién positiva que ejerce la TRH sobre la TSH y el
control negativo que ejercen las THs sobre la expresién de la TRH y la liberacién de la TSH
(60-62) (Fig. 6).

Son escasos los conocimientos en relacion a los efectos de NEI sobre este eje, un trabajo
publicado en el afio 2000 demostré que NEI es capaz de inhibir la liberacién de la TRH

cuando es agregado en explantes hipotalamicos (63).

1.2.1.1. Hormona liberadora de tirotrofina (TRH): Sintesis, localizacién
anatémica y regulacion

La TRH es un tripéptido que se sintetiza a partir de un precursor inactivo (pp-TRH) de
26 kDa (255 aminoacidos en la rata) que experimenta una serie de modificaciones pos-
traduccionales mientras es transportado a través de su via secretoria (59, 64, 65). Este
procesamiento es llevado a cabo por las PCs, principalmente por la PC 1/3 y
secundariamente por la PC2. El precursor inmediato de la TRH es la TRH-Gly que luego es
amidado dando lugar a la TRH (pGIn-His-Pro-NH;) (66-68).

Las neuronas con funcién hipofisotrofica que expresan la TRH (involucradas en la
regulacion del eje HHT) se encuentran localizadas en las subdivisiones medial y
periventricular parvocelular del PVH y son las que proyectan hacia la ME (69, 70). En la
rata, los axones terminales de estas neuronas se presentan con alta densidad en la lamina
externa de la ME, muy préximos a los capilares del sistema porta-hipofisario (71). Existen

neuronas que expresan TRH en otras regiones hipotaldmicas tales como el POA, el
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hipotalamo anterior, el ntcleo supradptico, el Arc, los nicleos dorsomedial y premamilar y

la PeFLH (69, 72).
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Fig. 6. Representacion esquemdtica de la regulacion del eje hipotdlamo-hipdfiso-tiroideo (HHT) y de la
sintesis de las hormonas tiroideas (THs). A la izquierda se representa el mecanismo de retroalimentacion
positiva de la TRH (hipotaldmica) sobre la TSH (hipofisaria) y de ésta sobre la gldndula tiroides para la sintesis y
secrecién de Tsy T4, ademds del control inhibitorio de las THs sobre la TSH y la TRH. A la derecha se representa
un foliculo de la glandula tiroides que se encuentran formados por células epiteliales que rodean el coloide
proteico donde estd contenida la tiroglobulina. Las células foliculares se encuentran polarizadas y son las
responsables de la sintesis de tiroglobulina de la que luego derivan T3y Ts. Receptor de la tirotrofina (TSH-R),
tiroglobulina (Tg), cotransportador de sodio-iodo (NIS), peroxidasa tiroidea (TPO), diiodotirosina (DIT),
monoiodotirosina (MIT). Modificado a partir de: Longo DL, Fauci AS, Kasper AL, Hauser SL, Jameson JL, Loscalzo
J: Harrison's Principles of Internal Medicine, 18th Ed. (6).

En humanos, la pp-TRH esta compuesta por 242 aminoacidos y derivan de ella 6 copias
de la TRH (73). Las neuronas que expresan la TRH se encuentran localizadas mayormente
en la porcion dorsomedial del PVH (74). Mediante estudios de hibridizacién in situ se ha
reportado la presencia del ARNm de la pp-TRH en neuronas no sé6lo del PVH sino también

del nucleo supraquiasmatico (SCN), de la PeFLH y del LHA (75).
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Las neuronas con funciéon hipofisotréfica que expresan la TRH reciben inputs
provenientes de otras areas del cerebro; las conexiones aferentes mas importantes
provienen de las neuronas catecolaminérgicas de la regién posterior del cerebro (76) de
las cuales dos tercios de los axones expresan adrenalina, mientras que el tercio restante
corresponde a NA (77, 78). También reciben inputs provenientes del Arc, tales como el
NPY, la leptina, la a-MSH y el péptido similar a la proteina Agouti (AgRP- agouti-related
peptide) (79, 80). Se han demostrado botones GABAérgicos con funcion inhibitoria sobre
los somas y las dendritas de primer orden de las neuronas que expresan la TRH (81). NA
regula la neurona de TRH tanto a nivel de su soma como de sus terminales ya que sus
axones se proyectan a la ldmina externa de la ME localizdndose préximos a los que
expresan TRH. Otros neurotransmisores como la serotonina, la histamina, la
somatostatina, los péptidos opioides, entre otros, también regulan a las células que
sintetizan este péptido.

En humanos, las neuronas hipofisotréficas productoras de la TRH se encuentran
inervadas por axones cuyas terminales contienen el NPY, la AgRP y la a-MSH (82).

El procesamiento de la p-TRH llevado a cabo por las PCs es controlado por las THs a
través del aumento o la disminucién en la expresion de estas enzimas, bajos niveles de THs
inducen un incremento en la expresion de las PCs en el PVH con mayor procesamiento de
la p-TRH y posterior liberacién de la TRH desde la ME y el efecto opuesto se observa ante
el exceso de las THs (83).

Estudios realizados en la rata demuestran que la expresion del ARNm de la pp-TRH en
las neuronas localizadas en las subdivisiones medial y periventricular parvocelular del
PVH presenta una relaciéon inversa con los niveles séricos de las THs. La T3 ejerce un efecto
de retroalimentacidon negativa sobre la expresion del gen de la pp-TRH a través de la
activacion de sus receptores (TRs). Los TRs son receptores nucleares clase Il que
presentan actividad dependiente e independiente de ligando (84). Dos genes codifican
para los TRs, a y B, dando lugar a cuatro isoformas: TRay, TRB1, TRB2y TRB3 (85, 86). Las
isoformas TRp, pero no las TRa, son capaces de mediar la represion de la TRH
dependiente de ligando, siendo la porcién N-terminal del receptor 3 el elemento clave en
esta regulacion. Se ha demostrado que el TRB; es el receptor critico para el control
negativo sobre la sintesis de la TRH (58, 87); pero un trabajo mas reciente evidencia que
tanto el TRB1 como el TRB; contribuyen a este mecanismo, aunque de forma diferente cada

uno (85).
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1.2.1.2. Funciones de la TRH

La TRH es el estimulo mas importante para la sintesis y la secreciéon de la TSH. Su
accién es ejercida a través de sus receptores y su degradacién es llevada a cabo
rapidamente por enzimas catabdlicas (88). Este péptido interviene en funciones
extrahipofisotréficas tales como la regulacién del humor, el suefio, la cognicién, la
actividad motora y sobre el sistema nervioso auténomo entre otros (69).

El mantenimiento del eutiroidismo depende de un estrecho balance en el que
intervienen neuropéptidos y neurotransmisores, donde el estimulo positivo dominante
sobre la TSH es la TRH y el principal control negativo es ejercido por las THs.

La TRH actiia como hormona, factor paracrino, neurotransmisor y neuromodulador,
ejerciendo sus acciones a través de la interaccion con receptores de membrana acoplados
a proteina G (GPCR) (89, 90). Se han descripto dos receptores para esta hormona (TRH-
Rs): el TRH-R1 (91) y el TRH-R2 (92, 93). Los TRH-Rs pertenecen a la familia de los
receptores rodopsina/f adrenérgicos (familia 1), de la superfamilia de los GPCR (94).
Ambos se encuentran distribuidos en forma diferencial en el SNC y 6rganos periféricos y
presentan una afinidad similar por la TRH y sus analogos. Sin embargo, el TRH-R2 se
caracteriza por una mayor actividad basal y es internalizado mas rapidamente que el TRH-
R1 (94). En el SNC el TRH-R1 se distribuye principalmente en hipotalamo, regién septal y
nucleos localizados en el bulbo raquideo y en la protuberancia; mientras que el TRH-R2 se
encuentra mayormente en corteza, tdlamo y regién posterior del cerebro. Debido a su
localizaciéon hipotalamica y por ser el receptor involucrado en la regulacion del eje HHT se
detallaran las propiedades del TRH-R1 que es el que nos interesa en el presente trabajo.

En el rinencéfalo y en el telencéfalo el ARNm del TRH-R1 se encuentra altamente
expresado en el bulbo olfatorio, en la corteza peririnal, en la piriforme y en el nucleo
endopiriforme (95) y en los ntcleos lateral y medial de la banda diagonal-septal (96). Se
encuentra expresado en el giro dentado ventral del hipocampo (95, 97) y en la regién CA3
del cuerno de Ammon (96), en la amigdala y en el complejo nuclear corticomedial (95-97).
En el diencéfalo la mayoria de las areas hipotalamicas y nucleos expresan el ARNm del
TRH-R1 (95-97). En el mescencéfalo y en el cerebro posterior la expresion del TRH-R1 se
encuentra restringida a unas pocas areas, incluyendo el coliculo superior, el nicleo motor
posterior, el nicleo motor del vago y el nicleo del tracto solitario (95-97), cuyas funciones
corresponden al control neuroenddcrino y a otras funciones vegetativas (94). En la
adenohipdfisis también hay una marcada expresion del TRH-R1 (96).

Por lo tanto, el TRH-R1 se encuentra altamente expresado en regiones cerebrales
neuroenddcrinas, en regiones con funciones auténomas y viscerales del SNC y en la

adenohipdfisis. Siendo éste el responsable de las acciones hipofisotréficas de la TRH.
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1.2.1.3. Tirotrofina (TSH)

La TSH es una glicoproteina sintetizada y secretada por la adenohipdéfisis, constituida
por dos subunidades no covalentes denominadas alfa y beta. La subunidad alfa es
compartida con la FSH, la LH y la gonadotrofina coriénica. Por el contrario, la subunidad
beta es exclusiva de la TSH, determinando asi su especificidad biolégica e inmunolégica. La
sintesis de cada subunidad es controlada por genes separados que se encuentran en
diferentes cromosomas. Una vez sintetizadas, las subunidades son glicosiladas y
posteriormente unidas para formar la TSH. La secreciéon de la TSH presenta un patrén
pulsatil con un pico cada 2-4 horas y un ritmo circadiano con un pico nocturno de
secrecion y niveles bajos en las ultimas horas de la tarde. Sin embargo, la amplitud
relativamente baja de las pulsaciones y la vida media relativamente larga (50 min) de esta
hormona, hacen que baste una sola determinacién para valorar sus niveles circulantes (6).
La TSH actda a través de los GPCR localizados en las células foliculares de la glandula
tiroides constituyendo el estimulo fundamental para la sintesis y la secreciéon de las THs

(6,59).

1.2.1.4. Hormonas tiroideas

La glandula tiroides es una glandula endécrina cuya funcién principal es la produccion
de las THs: T4y T3, ambas hormonas presentan en su molécula tironinas iodadas con 4 o 3
atomos de iodo respectivamente. Un 80% de las THs son secretadas en forma de Ty,
mientras que el 20% restante corresponde a la T3 (59). Una vez liberadas a la circulacién
las THs se unen reversiblemente a proteinas plasmaticas que son: la globulina de unién a
tiroxina (TGB), la prealbimina de unién a tiroxina o transtiretina (TTR) y la albimina (6),
que facilitan su transporte y entrada a los distintos tejidos, incluido el cerebro (98).

La T3 es considerada la forma activa de las THs y es el producto de la deiodinacion
intracelular de la T4, considerandose a la T4 como la precursora de la Ts. La conversion de
T4 en Tz es llevada a cabo por un grupo de enzimas llamadas deiodinasas, responsables de
remover una molécula de iodo. Existen tres tipos de deiodinasas localizadas en distintas
regiones del organismo: la deiodinasa tipo I se encuentra principalmente en glandula
tiroides, higado y rifién, con una afinidad relativamente baja por la T4; la deiodinasa tipo 11
que se expresa en hipofisis, encéfalo, grasa parda y glandula tiroides y presenta mayor
afinidad por la T4 y permite regular localmente las concentraciones de la Tz, ademas de
estar regulada por las THs ya que el hipotiroidismo induce su expresion y actividad
aumentando la conversion de T4 en T3 a nivel hipotalamico e hipofisario y la deiodinasa
tipo III es responsable de convertir a la T4 y la T3 en formas inactivas (Tsr y T2) (6, 99,

100). La actividad relativa de cada deiodinasa determina la disponibilidad de T3 en el
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cerebro. Segun la especie, el estado hormonal y la edad, el balance se inclinara hacia la
produccion de la Tz a partir de T4 0 a la degradacién de las THs (99).

Las THs ingresan a la célula por difusiéon pasiva o a través de la utilizacién de
transportadores como el monocarboxilato 8 (MCT8) y ejercen su acciéon principalmente a
través del TRa y del TR, aunque también pueden actuar activando receptores localizados
en la membrana plasmatica, en el citoplasma y en la mitocondria. Tanto el TRa como el
TR} se localizan en la mayoria de los tejidos del organismo con variaciones en su nivel de
expresion: el TRa es abundante en el encéfalo, en los rifiones, las génadas, los musculos y
en el corazon, mientras que el TR se expresa mayormente en la hipoéfisis y en el higado.
Cada receptor presenta distintas isoformas con caracteristicas propias, en el caso del TRf3
su isoforma TRB2 se localiza selectivamente en el hipotalamo en la hipéfisis.

Los TRs contienen un dominio central de unién al ADN y un dominio C-terminal de
unién al ligando. Se unen a secuencias especificas del ADN llamadas elementos de
respuesta a las THs (TREs) que se encuentran ubicados en las regiones promotoras de los
genes blanco. Generalmente constituyen heterodimeros mediante la unién a los receptores
X del acido retinoico (RXRs). El receptor activado puede estimular la transcripcion de
genes (por ej. el de la cadena larga de miosina) o inhibir la transcripcién (por €j. el del gen
de la TSH), dependiendo de la naturaleza de los elementos regulatorios en los genes
blanco (Fig. 7) (6).

Las THs se unen con afinidad similar a TRa y TR, sin embargo, las diferencias
estructurales a nivel de los dominios de unién al ligando son los que definen la
potencialidad del efecto de cada una, esto determina que la afinidad de la unién de la T3
sea diez a quince veces mayor que la de la T4 y que los TRs se encuentren ocupados
principalmente por Ts. Luego de la uniéon al receptor la Tz induce cambios
conformacionales en el mismo llevando a la liberaciéon de las proteinas co-represoras
(CoR) (que inducen silenciamiento génico) y a la unién de las co-activadoras (CoA), lo que
aumenta la transcripcion. El descubrimiento de la interaccién de los TRs con las CoR,
explica el hecho del silenciamiento de genes en ausencia de la uniéon a la hormona. En
consecuencia, la deficiencia hormonal tiene un profundo efecto en la expresion génica
porque causa la represion de genes asi como la pérdida de la estimulacién inducida por la
hormona. Esto ha sido corroborado mediante estudios en ratones donde se demostré que
la ausencia de genes blanco de TR tiene menor efecto fenotipico que la deficiencia
hormonal (6). En resumen, la actividad de los TRs es regulada por la T3, por la presencia
de TREs localizados en los promotores de los genes blanco(85, 86), por su propia

expresion y por las proteinas nucleares co-regulatorias.

16



@ Nicleo

citoplasma —_— J

expresion génica

Fig. 7. Representacion esquemdtica de la activacién nuclear de los receptores de las hormonas tiroideas
(TRs). Los TRs forman heterodimeros con el receptor X del dcido retinoico (RXR), este complejo se une
especificamente a elementos de respuesta a las hormonas tiroideas (TRE) en las regiones promotoras de los genes
blanco. En la ausencia de la hormona, el TR se une a proteinas co-represoras (CoR) que inducen el silenciamiento
de la expresion de genes; cuando la Tsingresa al niicleo (1) y se une al TR, éste se libera de la proteina CoR 2) y
se une a las co-activadoras (CoA) (3), lo que induce un cambio en la expresién génica (4). Modificado a partir de
Longo DL, Fauci AS, Kasper AL, Hauser SL, Jameson JL, Loscalzo J: Harrison's Principles of Internal Medicine, 18th
Ed. (6).

Las acciones no gen6émicas de la T3 son iniciadas a nivel de la membrana plasmatica o
del citoplasma; a nivel de la membrana plasmatica esta hormona se une a la integrina
avB3 que activa proteinas quinasas activadas por mitégenos (MAPK, llamadas
originalmente ERK 1/2) y culmina con cambios a nivel de los sistemas de transporte de
membrana e incluso induciendo eventos complejos como la proliferacion celular (por e;j.
angiogénesis). A través de un mecanismo citoplasmatico o mediado por la integrina av(33,
la T3 activa la fosfatidil-inositol-3-kinasa, induciendo la transcripciéon de genes especificos,

estimulando la actividad de la Na-K ATPasa en la membrana plasmatica y modulando la de

la ATPasa (86).

1.2.1.5. Disfuncidn tiroidea: hipo- e hipertiroidismo

El hipotiroidismo primario corresponde a un déficit hormonal caracterizado por la
disminucion de la sintesis y la secrecion de la T4libre por afectacion de la glandula tiroides
y el consecuente aumento de los niveles de la TSH . El déficit de iodo sigue siendo la causa
mas frecuente del hipotiroidismo primario en el mundo entero, mientras que en las areas
geograficas en las que hay suficiente iodo, la enfermedad autoinmunitaria (tiroiditis de
Hashimoto) y las causas iatrogénicas (tratamiento del hipertiroidismo) son las maés
frecuentes. El hipotiroidismo causa astenia, somnolencia, edema generalizado de tipo

mixedematoso, retencion de liquido, lentitud de las funciones intelectuales, intolerancia al
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frio, constipacion y trastornos dermatolégicos (6). El hipotiroidismo estd asociado con
alteraciones neuropsicoldgicas y emocionales; en el caso del tipo leve o subclinico, se ha
demostrado que el tratamiento con L-T4 protege al cerebro del riesgo de alteraciones
cognitivas y afectivas (101). La depresién melancoélica e incluso la demencia pueden ser las
manifestaciones clinicas de un hipotiroidismo severo (102).

Respecto a la interaccion entre el eje HHT y el eje HHG, estudios clinicos y
experimentales, indican que presentan una relaciéon de mutua dependencia tanto en
situaciones fisiol6gicas como patolégicas (103). En la clinica, la afectacion del eje HHG se
evidencia en ambos sexos; en las mujeres con hipotiroidismo créonico se observa
oligomenorrea, amenorrea o menorragia, disminuciéon de la fertilidad y aumento de la
incidencia de abortos espontaneos. Los niveles de la prolactina a menudo presentan una
elevacion discreta y pueden contribuir a las alteraciones de la libido y de la fertilidad, asi
como provocar galactorrea (6). El hipotiroidismo es menos frecuente en el hombre, en
ellos se observa disminucién en los niveles circulantes de la globulina transportadora de
esteroides sexuales (SHBG), de la concentracion total de la testosteronay reduccién de los
valores de la testosterona libre en el 60 % de los pacientes (104), ademas pueden
presentar disminucién de la libido, disfuncion eréctil, retraso en la eyaculacién (105) y
alteraciones en la espermatogénesis (104, 106).

La interaccion entre el eje HHT y el eje HHG esta confirmada por la presencia de TRs a
nivel ovarico que modulan la funcién de este 6rgano (107) y la accién de los estréogenos
sobre el eje HHT (103, 108); en el género masculino también se ha demostrado la
presencia de TRs en las células de Sertoli localizadas en los tibulos seminiferos (106).

En los modelos experimentales de induccion del hipotiroidismo en la rata hembra se ha
observado afectacion del ciclo sexual (109, 110), la fertilidad y del éxito de la prefiez
(111), disminucién en los niveles basales de la LH en plasma tanto en el dia del diestro
como en el del proestro, aumento de las concentraciones de prolactina y progesterona
(112) y sensibilidad alterada a las gonadotrofinas (109) con predisposicion al sindrome de
ovario poliquistico. También se ha demostrado gestacién prolongada, menor niimero de
fetos y aumento del riesgo de muerte fetal (113, 114). En la rata macho adulta la
induccién del hipotiroidismo tiene poco efecto sobre la histopatologia de los testiculos, la
espermatogénesis o la concentracion de la testosterona en suero (104, 115), sin embargo
se ha sefialado que a nivel mitocondrial induce un estado de estrés oxidativo que altera la

funcién testicular y que no revierte con la administracién de la Tz (106, 116).

El hipertiroidismo es un tipo de tirotoxicosis caracterizado por el aumento de la

sintesis y la secrecidn de las THs debido a la hiperfunciéon de la glandula tiroides. Su causa
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mas frecuente es la Enfermedad de Graves que corresponde a un trastorno
autoinmunitario, mas frecuente en mujeres que en hombres, que afecta a individuos entre
los 20 y 50 afios de edad. Los sintomas y signos del hipertiroidismo son: nerviosismo,
insomnio, hiperactividad, pérdida de peso (con apetito conservado o aumentado), diarrea,
taquicardia, sudoracion caliente, temblor, bocio, trastornos oculares, entre otros (6). En la
mujer, el hipertiroidismo créonico es responsable de alteraciones a nivel del eje HHG
produciendo oligomenorrea, ciclos anovulatorios (103) y aumento de nacimientos
prematuros (117). En el hombre se observa aumento en los niveles circulantes SHBG, de la
concentracion total de la testosterona, aunque con valores subnormales de testosterona
libre (104, 106), ademas pueden presentar alteraciones a nivel del comportamiento sexual
con disminucion de la libido, disfuncién eréctil, retraso o precocidad en la eyaculaciéon
(105) y alteraciones en la espermatogénesis (101).

En la rata hembra adulta la administracién de dosis altas de T4 da lugar a largos
periodos de diestro con pocos foliculos maduros o cuerpos luteos, asi como aumento (o
no) en la concentraciéon de la LH en la adenohipoéfisis y disminucién de los niveles
circulantes de la misma. En los machos la administracion de la T4 induce un aumento de

los niveles de gonadotrofinas en suero y afectacion de la espermatogénesis (104, 106).

La importancia de la accién de las THs en el cerebro adulto se ha observado en estudios
clinicos realizados en humanos con hipo- e hipertiroidismo asociados a trastornos
neuroldgicos y psiquiatricos (118-120). Los modelos de inducciéon del hipo- e
hipertiroidismo en la rata son utilizados para estudiar los efectos del déficit o del exceso
de las THs sobre distintas moléculas fundamentales para la actividad del SNC.

Es importante tener en cuenta que en el modelo de induccién del hipotiroidismo con 6-
propil-2-tiouracilo (PTU) Kundu S et al demostraron, mediante el andlisis de
sinaptosomas de la corteza cerebral de ratas macho, que existe a este nivel un mecanismo
auto-regulatorio encargado de mantener valores estables de Tz denominado “homeostasis
central de las THs” que corresponde al estado intermedio entre el comienzo de la
disminucién de las THs a nivel periférico y la reduccién de su concentracion a nivel del
SNC (121). Este mecanismo es llevado a cabo por un aumento en la actividad de la
deiodinasa tipo II, con utilizacién de la T4 circulante para convertirla a T3 y una
disminucion en la actividad de la deiodinasa tipo III. Por lo tanto, a pesar de la reducciéon
de los niveles circulantes de las THs, en el SNC los valores de la T3 se mantienen normales
hasta el dia 20 pos-inducciéon (121-124). Por el contrario, el modelo de hipertiroidismo
induce cambios a nivel central con la administraciéon de una dnica o multiples dosis de T3

(125).
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En el presente trabajo se estudiara la relacion del neuropéptido EI con otras moléculas
que intervienen en mecanismos regulatorios a nivel del SNC tales como la TH y la enzima
descarboxilasa del acido glutdmico (GAD), por lo que resultados de otros autores respecto
a su modificacién en el hipo- y en el hipertiroidismo deben ser tenidas en cuenta. Se ha
demostrado que la induccién del hipotiroidismo con PTU durante 21 dias tiende a
disminuir la concentracion de la TH en el locus coeruleus de la rata adulta, mientras que el
hipertiroidismo inducido con L-Ts4 250 pg/kg/dia la incrementa a los 3 dias pero, la
disminuye a los 17 dias pos-induccién (126). En cuanto a la GAD, gran porcentaje de las
células MCH-ir presentan ARNm correspondiente a GAD-65 y GAD-67 (127) y ha sido
demostrado que las neuronas de MCH reciben sefiales tanto inhibitorias como
estimulatorias (46). El sistema GABAérgico es sensible a las hormonas tiroideas, sin
embargo existen resultados contradictorios en cuanto a si aumenta o disminuye su
actividad tanto en el hipo- como en el hipertiroidismo. De acuerdo a la bibliografia, en el
hipotiroidismo inducido en la rata adulta la actividad de la GAD se encuentra
generalmente aumentada, al contrario de lo que sucede en los neonatos (98). En la
induccion del hipotiroidismo con carbimazol los niveles del GABA aumentan en la corteza
y en el hipotalamo (128). En otro estudio se observé un aumento en la actividad de la GAD
en la corteza visual de ratas adultas hipotiroideas (129). En relacién al hipertiroidismo,
hay un trabajo que demuestra que la administracién intraperitoneal de L-T4 induce una
disminucién de los niveles de GABA en el tdlamo e hipotadlamo (128), mientras que en otro,

donde se evalta su concentracién en todo el cerebro, no se observaron cambios (130).

El hipo- y el hipertiroidismo representan dos de las patologias endocrinolégicas mas
frecuentes en humanos y en un gran porcentaje de estos pacientes se observa afeccion del
eje HHG y alteraciones a nivel neuropsiquiatrico. Los mecanismos involucrados en dichas
manifestaciones clinicas pueden ser mediados en forma directa por el déficit o el exceso de
las THs, a través de acciones gendmicas y no gendmicas, e indirecta, a través de
neuropéptidos y neurotransmisores. El neuropéptido EI, que se encuentra involucrado en
la regulacion de la LH y del comportamiento, podria ser una de las moléculas reguladas
por las THs y un posible modulador o intermediario en los efectos del hipo- e

hipertiroidismo a nivel del SNC y sobre el eje HHG.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Analizar si el hipo- o el hipertiroidismo inducen cambios en la expresién del neuropéptido
El, en areas discretas del SNC involucradas en la regulacion del eje HHG, el control

metabolico y el comportamiento en ratas con disfuncidn tiroidea.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.3.2.1. Determinar la concentracién de NEI en areas hipotalamicas, de ratas macho
adultas y hembras durante el ciclo estral, eutiroideas, hipo- e hipertiroideas y
correlacionar las posibles modificaciones de la misma con los niveles de la LH, el estradiol,

la progesterona y la testosterona.
1.3.2.2. Analizar las modificaciones que la disfuncién tiroidea puede ejercer sobre la
expresion de NEI en fibras y somas NEI-ir en areas hipotalamicas involucradas en la

reproduccién y el comportamiento.

1.3.2.3. Determinar la relaciéon de NEI, TH y GAD-67 en areas hipotalamicas con presencia

de somas NEI-ir.

1.3.2.4. Analizar la presencia del TRH-R1 en cuerpos y fibras neuronales préximas a NEI y

la posible colocalizacién con el péptido.
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1.4. HIPOTESIS GENERAL

La relacion del neuropéptido EI con el eje HHT ha sido pobremente estudiada
previamente. En el presente trabajo se plantea que tanto el déficit como el exceso de las
THs podrian ejercer cambios a nivel de la concentracion y de la expresion celular de NEI
en areas especificas del hipotdlamo de la rata y que la afectacién de los sistemas
dopaminérgico y GABAérgico podria intervenir en dicho efecto. Por otro lado, si NEI es
capaz de inhibir la liberacién de la TRH, la presencia del TRH-R1 en los somas que
expresan el péptido demostraria la acciéon de TRH sobre los mismos, siendo otro punto de
interaccion entre el eje HHT y el neuropéptido EI.

Las manifestaciones clinicas a nivel del eje HHG y neurocognitivo observadas en el
hipo- y en el hipertiroidismo podrian deberse a modificaciones en la concentracion,
sintesis, liberacién y degradacion de NEI como consecuencia directa del déficit o del
exceso de las THs y de la accion de la TRH o indirecta a través de efectos sobre los

sistemas que regulan los somas y las terminales que expresan NEL
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CAPIiTULO 2
MATERIALES Y METODOS
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2.1. Animales y tratamiento
2.1.1. Experimento n® 1
2.1.1.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar macho de 10-16 semanas de edad con un peso de 220-340 g,
nacidas y criadas en el laboratorio. Las condiciones del bioterio se mantuvieron
constantes, con un ciclo luz/oscuridad 14/10 y temperatura controlada (22 + 2 °C). Los
animales tuvieron acceso ad libitum al agua y al alimento. Los procedimientos realizados
fueron consistentes con los estandares establecidos por la “Guia para el Cuidado y Uso de
Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Salud” (NIH, 1996) y la “Guia de la

Asociacion Médica Veterinaria Estadounidense sobre Eutanasia”.

2.1.1.2, Tratamiento

El hipotiroidismo (hipoT) fue inducido con 6-propil-2-tiouracilo (PTU, P3755, Sigma,
EE.UU.) a una concentracién de 0.1 g/l administrado por via oral (VO) en el agua de bebida
(131) durante dos periodos de distinta duracién, uno corto (7 dias) y uno largo (24 dias);
éstos fueron seleccionados en base a los resultados publicados por Kundu S etal que
demuestran que a nivel del SNC existe un mecanismo denominado "homeostasis central de
las THs" que permite mantener valores normales de las THs por aproximadamente 20 dias
luego de iniciarse la induccién del hipotiroidismo (121). Por lo tanto, si se plantea como
hipétesis que el contenido de NEI es modulado por los cambios en las concentraciones
cerebrales de las THs, es posible que sea necesario un plazo mayor (21-24 dias) para
inducir modificaciones en la concentracion del péptido en las distintas areas cerebrales. El
hipertiroidismo (hiperT) fue inducido con L-tiroxina (L-T4, T2376, Sigma, EE.UU.) a una
dosis de 250 pg/kg/dia administrados por via subcutanea (SC) durante 4 dias (132). Los
animales controles fueron mantenidos en las mismas condiciones de alimentacion, ciclo
luz/oscuridad y temperatura que los tratados. Los animales se distribuyeron en los
siguientes grupos:

control-AM (n = 8-12)-sacrificados por la mafiana (10:00-12:00)

control-PM (n = 8-12), sacrificados por la tarde (17:00-19:00)

hipoT-7-AM (n = 6-8), hipotiroideos, sacrificados por la mafiana (10:00-12:00) en el dia
7 pos-induccién

hipoT-7-PM (n = 6-8), hipotiroideos, sacrificados en la tarde (17:00-19:00) en el dia 7
pos-induccién

hipoT-24-AM (n = 6-8), hipotiroideos, sacrificados por la mafiana (10:00-12:00) en el

dia 24 pos-induccion
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hipoT-24-PM (n = 6-8), hipotiroideos, sacrificados en la tarde (17:00-19:00) en el dia
24 pos-induccion
hiperT-AM (n = 6-8), hipertiroideos, sacrificados por la mafiana (10:00-12:00) en el dia

posterior a la administracion de la cuarta dosis de L-Ts.

hiperT-PM (n = 6-8), hipertiroideos, sacrificados en la tarde (17:00-19:00) en el dia

posterior a la administracion de la cuarta dosis de L-Ts.

2.1.2. Experimento n® 2
2.1.2.1. Animales

Se utilizaron ratas Wistar hembra adultas de 10-14 semanas de edad, de 180-220 g,
nacidas y criadas en el laboratorio, con 2 ciclos estrales regulares consecutivos. Las
condiciones del bioterio, alimentacion e hidratacidn de los animales y las normas seguidas

en los procedimientos fueron las establecidas en el experimento n2 1.

2.1.2.2. Identificacion de las fases del ciclo estral

Para reconocer las distintas fases del ciclo estral, determinar la regularidad del mismo
y familiarizar a los animales con el procedimiento, se tomaron muestras de exudado
vaginal mediante la utilizacién de una pipeta Pasteur con NaCl 0.9%, durante 8 dias
consecutivos a partir de las 10 am. Cada muestra se coloc6 en un portaobjeto y se observo
mediante microscopio éptico a 20x. El tipo celular predominante permitié establecer la
fase correspondiente del ciclo: proestro (P, células epiteliales nucleadas), estro (E, células
epiteliales cornificadas), segundo dia del diestro (D2 leucocitos) (133). Fueron
seleccionados para el estudio aquellos animales que presentaron dos ciclos regulares

consecutivos de 4 dias de duracion.

2.1.2.3. Tratamientos

En los grupos de hembras hipoT e hiperT el comienzo de la administracion del
tratamiento se realiz6 en el dia del E. El hipoT fue inducido mediante PTU a una
concentracion de 0.1 g/l administrada en el agua de bebida (131) durante 7 a 9 dias. El
hiperT se indujo con L-T4 250 pg/kg/dia administrada SC (134) durante 4 a 7 dias. Los
animales controles fueron mantenidos en las mismas condiciones de alimentacion, ciclo
luz/oscuridad y temperatura que los tratados. La distribucion se realizé en los distintos
grupos bajo estudio (control, hipoT e hiperT, n=6-8/grupo) y se sacrificaron en la mafiana

del dia del P (P-AM, 10:00 - 12:00 h), en la tarde del dia del proestro (P-PM, 17:00-19:00
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h), en la mafiana del dia del estro (E-AM, 10:00-12:00) y en la mafiana del segundo dia del
diestro (D2-AM, 10: 00-12:00).

2.1.3. Experimento n® 3
2.1.3.1. Animales

Se utilizaron un total de 18 ratas macho de la cepa Wistar de 11-13 semanas de edad
con un peso de 250 a 320 g al comienzo del tratamiento, nacidos y tratados en el Instituto
de Medicina y Biologia Experimental de Cuyo (IMBECU), con acceso a agua y comida ad
libitum y ciclo luz/oscuridad del bioterio: 14/10 h, mantenidos a una temperatura 22 + 2
°C. Los animales fueron distribuidos en 3 grupos de 6 individuos cada uno. Se mantuvieron

las normas éticas expresadas anteriormente.

2.1.3.2. Tratamientos

HipoT: Se administré PTU 0.1 g/litro en agua de bebida durante 21 dias, considerando

el primer dia de tratamiento como dia cero y sacrificando el animal en el dia 21.

HiperT: Se administré L-T4 250 pg/kg/dia SC durante 21 dias sacrificando al animal el

dia posterior a la ultima dosis.

Controles: mantenidos en las mismas condiciones de ciclo luz/oscuridad, temperatura

y acceso a agua y comida que los otros grupos.

2.2. Obtencién de las muestras y procesamiento
2.2.1. Experimentosn® 1y n® 2
2.2.1.1. Obtencion de las muestras

Los animales fueron sacrificados por decapitacion rapida, la sangre del tronco fue
recolectada inmediatamente y almacenada a 4 °C hasta su procesamiento. En cada uno se
realizo la apertura de la calota craneana y se extrajo en primer lugar la glandula pineal
(Pi), luego se retiro el cerebro y se lo coloc6 inmediatamente en una matriz de aluminio a 4
°C especifica para la realizaciéon de cortes coronales (GBR 4000C; ASI Instruments, Inc.,
Warren, MI, EE.UU.). Posteriormente se extrajo la PP. Pi y PP se colocaron por separado en
100 pl de HC1 0.06 N y se almacenaron a 4 °C hasta su procesamiento. Cada cerebro fue
seccionado en 5 segmentos coronales de aproximadamente 1 mm (0.7 a 1 mm) de espesor.
Los parametros anatémicos considerados para la realizacion de los cortes fueron:
anteriores, porcion caudal de los tubérculos olfatorios y regién ventral del quiasma 6ptico

(aproximadamente a 0.12 mm del Bregma); y posterior, el extremo caudal de la ME
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(aproximadamente a -3.48 mm del Bregma). Para la realizacién de cada corte se utilizaron
laminas metalicas Gillette®. Cada segmento obtenido se coloc6 delicadamente sobre un
portaobjeto a 4 °C, se observo bajo lupa y se disecaron las areas de interés de acuerdo a los
reparos anatomicos brindados por el Atlas de Paxinos&Watson (135). Para la diseccién se
utilizé la punta de una aguja (calibre 23 x 1", Terumo, Tokio, Japén). La extracciéon y
agrupamiento de las areas de interés fue realizada como se detalla a continuacion: del 1er
segmento, el érgano vasculoso de la ldmina terminal junto con el nudcleo antero-
ventroperiventricular (OVLT + AVPV); de los segmentos 1 y 2do, el area predptica lateral
y medial (LPO + MPA: POA); de los segmentos 2do y 3ro, el ndcleo periventricular (Pe); del
3ro, el nuicleo paraventricular hipotaldmico (PVH) ; de los segmentos 3t y 4to, la porcién
peduncular del hipotalamo lateral (PLH); del 4to, la region perifornical del hipotdlamo
lateral (PeFLH); y de los segmentos 4t y 5to, la eminencia media junto con el ntcleo
arcuato (ME + Arc) (Fig. 8). En el experimento n? 2 también se extrajo de los segmentos

3ro y 4t e] 3rea incerto-hipotalamica (IHy).

2.2.1.2. Preparacion de los extractos de tejidos

Cada una de las muestras obtenidas fue homogenizada en 100 pl de HCl 0.06 N y
colocada en bafio de Maria a 100 °C durante 10 min, luego fue centrifugada a 3000 rpm en
centrifuga refrigerada a 4 °C, separando de esta manera el sobrenadante del
sedimento. Posteriormente, cada sobrenadante (sobrenadante 1) fue recogido y colocado
en un nuevo eppendorf y el sedimento fue resuspendido en 100 pl de HCl 0.06 N. Una
segunda centrifugacion se realizé bajo las mismas condiciones obteniendo un segundo
sobrenadante. Los sobrenadantes 1 y 2 fueron colocados juntos y almacenados a -20 °C
hasta la realizaciéon del radioinmunoensayo (RIA) correspondiente. En el sedimento se
determind la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford (136). La sangre
troncal fue centrifugada a 3000 rpm durante 20 min a 4 °C para la obtencion del suero,
que luego se utilizo en RIAs especificos para la determinacién de TSH, T3 y T. totales, LH,

estradiol, progesterona y testosterona segiin corresponda.
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Figure 32
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Fig. 8. Representacion esquemdtica de las distintas dreas cerebrales disecadas. A. Representacién de un
corte sagital del cerebro de la rata y la localizacién aproximada de las dreas de interés. B, Cy D corresponden a
esquemas de cortes coronales del cerebro de la rata a distintas distancias del Bregma, con la indicacién de las
dreas que fueron disecadas: € érgano vasculoso de la Ildmina terminal junto con el niicleo antero-
ventroperiventricular (OVLT + AVPV); @ drea predptica lateral y medial (LPO + MPA: POA); @ niicleo
periventricular; @ niicleo paraventricular hipotaldmico (PVH); @ drea incerto-hipotaldmica (IHy); @ porcién
peduncular del hipotdlamo lateral (PLH); @ region perifornical del hipotdlamo lateral (PeFLH); @ eminencia
media junto con el niicleo arcuato (ME + Arc); €@ neurohipdfisis (PP); @ gldndula pineal (Pi). Modificado a
partir del Atlas Paxinos&Watson, 2007 (135).
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2.2.2. Experimento n® 3
2.2.2.1. Procedimiento para obtencion de los tejidos

Los animales fueron sacrificados entre las 10:30 y las 12:30 am. La induccién del plano
anestésico profundo se realiz6 con hidrato de cloral (CCl3-CH(OH)2) 30%, 67 ul/100 gr de
peso, inyectado por via intraperitoneal; la flaccidez corpérea y la ausencia de respuesta al
estimulo doloroso de la cola fueron tomados como parametros para el inicio de la cirugia.
Los cerebros de los animales utilizados en estos experimentos fueron fijados mediante
perfusién transcardiaca realizada mediante la utilizacion de una bomba de perfusién
digital (GILSON M312, EE.UU.) a un flujo constante. Primero se perfundieron 130 ml de
solucion de lavado (CINa 0.8%, glucosa 0.4%, sacarosa 0.8% en H;0 bidestilada, SO3Na; 44
mg/litro) y luego se procedi6 al pinzamiento de la aorta descendente; posteriormente se
perfundieron 250 ml de paraformaldehido al 4% (Paraformaldehyde Puriss, Cat. n°
16005, Aldrich, Alemania) en PBS 0.1 M pH 7.3-7.4, con adicién de SOsNa; 44 mg/litro. Al
finalizar se realiz6 la apertura de la calota craneana para la extraccion del cerebro y la
glandula hipéfisis. Los tejidos fueron colocados en frascos de vidrio conteniendo solucion
fijadora hasta el dia siguiente. Para su crioproteccién, las muestras fueron colocadas en
soluciones crecientes de sacarosa (10, 20 y 30 % en PBS 0.01 M pH 7.4), manteniéndolas
en cada una de las concentraciones el tiempo necesario hasta que descendieran al fondo
del frasco. Luego se lavaron con PBS 0.01 M, se secaron delicadamente con papel
absorbente y se congelaron en isopentano (Tetrahedron, Argentina) sumergido en

nitrégeno liquido. Las muestras se guardaron a -70 °C hasta su utilizacién.

2.2.2.2. Obtencion de cortes histoldgicos

De los cerebros se obtuvieron secciones coronales de 30 pm de espesor utilizando un
cridstato (MICROM HM 505E). Se colocaron 5 secciones consecutivas por pozo en placas
de cultivo de 12 o 24 compartimientos, sumergidas en solucién PBS pH 7.4 + NaN3 0.03%
para conservarlas hasta su utilizacion. Los parametros anatémicos para la obtencion de los
cortes fueron acorde a lo establecido en el Atlas Paxinos&Watson (137), tomando los

segmentos comprendidos entre 0.12 mm y -3.48 mm del Bregma (Fig. 9).
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Fig. 9. Representacion esquemadtica de

los cortes coronales del cerebro de la
= || = ¢ ; rata entre los que se tomaron las
} ,‘; : { N : muestras. A. Corresponde a 0.12 mm de
77N\ 31 ' distancia del Bregma; B. corte
esquemdtico a -3.48 mm del Bregma.
e o D Modificado a  partir del Atlas
"“"“"“”-”"“f‘mi—j ‘;_ T i [ Preofa 0 mm ‘ Paxinos&Watson, 2007 (135).

2.3.Métodos
2.3.1. Experimentosn®1yn® 2
2.3.1.1. Radioinmunoanalisis
2.3.1.1.1. Caracteristicas del anticuerpo anti-NEI

El Ac anti-NEI es un Ac policlonal realizado en conejo, PBL#237 y fue cedido para
nuestro trabajo amablemente por los Dres. Sawchenko PE y Bittencourt ]C.Reconoce
principalmente a NEI amidado, NEI-G y formas NEI-GR y pobremente a otros derivados
de p-MCH incluso al mismo precursor (19). Por lo tanto las concentraciones de NEI-ir son
un indicador confiable de los niveles del péptido (7). Ademas, en la bibliografia ha sido

ampliamente demostrado que el RIA de NEI es altamente especifico (7, 19, 41).

2.3.1.1.2. Determinacion de NEI

Previo al ensayo, cada sobrenadante fue tratado con 50 pl de buffer fosfato (PBS) 250
mM para alcanzar un pH de 7. La determinacién de NEI por RIA fue realizada de acuerdo a
lo publicado por Parkes D et al. en 1992 (22). Para dicho procedimiento se utilizé Tyr-NEI
(Bachem, Torrance, CA, EE.UU.) que fue radio-iodinado con 125 mediante la utilizacién de
cloramina T. El iodo unido y libre fueron separados en una columna de Sephadex G25
(Pharmacia, Uppsala, Suecia) utilizando buffer acido-acético 0.2 M como tampédn de
elucidén. EI RIA se realizé mediante la incubacién de 50 pl de cada muestra con el Ac
PBL#237 adecuadamente diluido y 125]-Tyr-NEI (9000-10000 cpm), en un volumen final
de 300 pl en PBS + 0.1% de NaN3z + 0.1% de BSA + 0.33% de suero normal de conejo + 33
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mM EDTA, por 20-24 horas a 4 °C. 125]-Tyr-NEI, unido y libre, se separaron mediante una
serie de pasos que incluyeron la incubaciéon por 60 min con 50 pl de Ac de cabra anti-
conejo (1:15) en PBS, la adicion de 25% de polietilenglicol 6000 y una posterior
centrifugacion a 3000 rpm durante 30 min a 4 °C. Los sobrenadantes se descartaron y en
los sedimentos la radioactividad fue medida en un contador de radiaciones gamma. La
sensibilidad del ensayo fue de 1 pg/tubo; los coeficientes de variacién intra- e inter-
ensayo fueron <10%. La concentracion final de NEI fue expresada en funcién de los mg de

proteinas correspondientes a cada muestra: NEI ng/mg de proteina.

2.3.1.1.3. Determinaciones hormonales

Para la determinacion de la LH y de la TSH se utilizaron materiales gentilmente cedidos
por el Dr. Parlow AF y el NHPP (National Hormone and Pituitary Program, Harbor-UCLA
Medical Center, de Torrance, CA, EE.UU.). Las hormonas fueron radio-iodinadas con 125]
utilizando el método de la cloramina T y se purificaron en una columna de Sephadex
G75. Los resultados fueron expresados en términos de las preparaciones estaindar de TSH
y de LH-RP-3. La sensibilidad del ensayo fue de 0.5 pg.l-! y el coeficiente de variacion intra-
ensayo fue inferior al 10% para ambos RIAs. Todas las muestras correspondientes a cada
experimento se midieron por duplicado en el mismo ensayo.

La Tz y la T4 totales se determinaron en todas las muestras del experimento n? 1 y en P-
AM en el experimento n? 2 mediante la utilizacién de kits comerciales (Coat-A-Count,
Siemens Medical Solutions, Los Angeles, CA, EE.UU.).

El estradiol total se determind en las muestras del experimento n® 2 mediante kit
comercial de RIA (Coat-A-Count, Siemens Medical Solutions, Los Angeles, CA, EE.UU.).

La progesterona fue determinada en el experimento n? 2 utilizando un kit comercial de
RIA (RIA Coated tube, IM1188, Immunotech®, Beckman Coulter Company, Francia).

La testosterona fue determinada en suero acidificado (5pl de HCl 0.1 N/50 pl de
muestra de suero) con kit comercial (KIP1709; DIAsource inmunoensayos SA, Nivelles,

Bélgica) s6lo en las muestras del experimento n? 1.

2.3.2. Experimento n® 3
2.3.2. A. Experimento n? 3-A
2.3.2. A.1. Inmunohistoquimica (IHQ)
2.3.2. A.1.1. Anticuerpo primario y puesta a punto de la THQ
El Ac anti-NEI, PBL#237, es un Ac desarrollado en conejo que ha sido utilizado para el
reconocimiento del péptido en la rata desde el afio 1992 (16). Para la puesta a punto de

este Ac se probaron distintas diluciones del mismo acorde a lo reportado previamente en
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la bibliografia. Ademas, se establecieron las diluciones necesarias de H,0; (utilizada para
bloquear la reaccién de peroxidacion enddgena), Tritén X-100 (detergente, utilizado para
permeabilizar la membrana plasmatica) y de suero normal de cabra (bloqueante de la
reaccion inespecifica) para ser utilizados en la IHQ de acuerdo a la localizacién y

caracteristicas de las moléculas que serian marcadas.

2.3.2. A.1.2. Seleccion de los cortes histoldgicos y protocolo de incubacion

A partir de cada uno de los cerebros de los 3 grupos de animales (control, hipoT, e
hiperT, n=3 por cada uno) se seleccionaron los cortes de acuerdo a las distancias al
Bregma y a las areas de interés: 2 cortes a -0.36 mm (LPO y MPA), 2 a 4 cortes entre -1.92
a-2.04 mm (IHy), 4 a 6 cortes entre -2.28 y -2.40 mm (IHy y PLH), 4 a 6 cortes entre -2.76
a-2.92 mm (PLH y PeFLH) y fueron distribuidos por tratamiento y distancia al Bregma en
una placa multi-well de incubacién. A un corte de cada grupo y distancia al Bregma se lo
utilizé como inespecifico omitiendo la adicién de los Acs primarios. Previo al comienzo del
protocolo, se lavaron 3 veces x 5 min con PBS 0.01 M pH 7.4 para eliminar la NaNa.
Durante el primer dia del protocolo, con la finalidad de exponer los sitios antigénicos, los
cortes se incubaron en buffer citrato 10 mM pH 6 durante 4 min en Bafio Maria a 95 °C.
Posteriormente la placa se dejo sobre la mesada durante 15 min a temperatura ambiente,
realizando después 3 lavados de 5 min cada uno con PBS 0.01 M. Posterior al ultimo
lavado se adicioné H,02 1% en PBS 0.01 M x 20 min. Se lavaron 3 veces x 5 min y luego se
incubaron en solucién de bloqueo antigénico (PBS 0.01 M + suero normal de cabra (NGS)
1% + Tritén X-100 0.3%) durante 60 min. Se retird la solucién de bloqueo y se les agregd
Ac-anti-NEI 1:1000 + NGS 1% + Tritén X-100 0.3% en PBS 0.01M y se los dej6o durante
toda la noche a temperatura ambiente y agitacion constante. El segundo dia, se lavaron los
tejidos con PBS 0.01 M 3 veces x 5 min y luego se les adiciond Ac secundario-biotinilado
anti-conejo 1:200 + NGS 1% en PBS 0,01 M en agitaciéon constante durante 90 min.
Posteriormente se realizaron 3 lavados x 5 min con PBS 0.01 M y se incubaron los tejidos
con Extravidina-peroxidasa-HRP (ExtrAvidin®-Peroxidase, E2886, Sigma, EE.UU.) 1:100
durante 60 min. Posteriormente se realiz6 1 lavado x 5 min con PBS 0.01 My 2 lavados x 5
min con TBS 0.05 M. Luego se realizO6 1 lavado con 3,3'-diaminobencidina
tetrahidrocloruro (DAB, P5637, Sigma, EEUU.) preparada 5 mg en 10 ml de TBS 0.05 M
(filtrada) + 3 pL Hz02 30% inmediatamente previo a la realizacién de la reaccién; la
solucién de DAB se dejé en contacto con el tejido hasta que tomara color. Los cortes se
lavaron 2 veces con TBS 0.05 M y 1 con agua bidestilada. Luego se montaron en
portaobjetos gelatinizados, se dejaron secar y se colocd el cubreobjetos con DPX

(44581, Sigma, EEUU.).
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2.3.2. A.1.3. Digitalizacion de las imagenes

Se utilizé6 un microscopio 6ptico, las areas seleccionadas para ser estudiadas fueron
ubicadas con el objetivo 10x y las imagenes se adquirieron con el objetivo 40x. La
obtencion de las mismas se realiz6 de ambos hemisferios y en forma consecutiva. El
ndmero de imagenes adquiridas acorde a la distancia del Bregma fue la siguiente: a -0.36
mm 2 campos en LPO y 2 campos en MPA; de -1.92 a -2.04 mm se tomaron 4-5campos; de

-2.28 a-2.40 mm, 13 campos; y de -2.76 a -2.92 mm, 9 campos.

2.3.2. A.1.4. Cuantificacion de las punctas y células NEI-ir

Se utilizé el software Image J. En el LPO y MPA se realizé la conversién de las imagenes
a 8 bit, se normalizaron brillo y contraste y se realiz6 la cuantificacion de las particulas -ir
de cada hemisferio.

La cuantificacién de los somas NEI-ir se realizé en el [Hy, la PLH, la PeFLH y el PeF,
cuantificando el nimero total de somas por cada campo, realizidndose la sumatoria de los
campos correspondientes a cada area. Los resultados obtenidos en un hemisferio se

promediaron con los del contralateral por cada uno de los cortes estudiados.

2.3.2. B. Experimento n® 3-B
2.3.2. B.1. Inmunofluorescencia (IF)
2.3.2. B.1.1. Anticuerpos primarios y puesta a punto de la IF

Se utilizaron los siguientes Acs: anti-NEI (ver punto 2.3.2. A.1.1.), anti-TH, anti-GAD-67
y anti-TRH-R1. Anti-TH y anti-GAD-67 son dos Ac raton-anti-rata; anti-TH es un Ac
monoclonal donado por el Dr. Claudio Cuello (Departamento de Farmacologia,
Universidad McGill, Montreal, Canada); anti-GAD-67 corresponde a un Ac comercial, GAD-
67 [K-87]-Neuronal Marker (ab26116, Abcam), monoclonal tipo IgGl, que reconoce
especificamente a GAD-67 y no presenta reactividad cruzada con GAD-65; el clon K-87
permite reconocer la enzima en soma, dendritas y axén; el Ac anti-TRH-R1 es un Ac
comercial, TRH-R1 (I-20) (sc-11574, Santa Cruz Biothechnology, Inc), policlonal en cabra
dirigido contra el extremo C-terminal del TRH-R1 de rata. Para la puesta a punto de cada
uno de los Acs se probaron distintas diluciones de los mismos acorde a lo reportado
previamente en la bibliografia o a lo recomendado por el fabricante. Ademas se

establecieron las diluciones necesarias de Triton X-100, de NGS y suero de caballo.

2.3.2. B.1.2. Seleccion de los cortes histoldgicos y protocolo de incubaciéon
A partir de los cerebros de los tres grupos de animales (control, hipoT e hiperT) se

seleccionaron los cortes correspondientes a las distancias del Bregma que incluyeran el
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IHy, la PLH, el PeF y la ME. Estos se distribuyeron de a 2 o 3 por cada cimara de una placa
multi-well de incubacién, agrupados por tratamiento y cuidando de que correspondieran a
la misma distancia del Bregma para el posterior analisis comparativo. Se selecciond un
corte de cada grupo para ser utilizado como inespecifico. Previo al comienzo del protocolo,
los cortes se lavaron 3 veces x 5 min con PBS 0.01 M pH 7.4 para eliminar la NaNs. Para
exponer los sitios antigénicos se incubaron en buffer citrato 10 mM pH 6 idem a lo

descripto anteriormente.

2.3.2.B.1.3. IF doble de NEIy TH o de NEI y GAD-67

Durante el primer dia de incubacidn se trabajé sobre una plancha de hielo para la mejor
preservacion del tejido; se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con PBS 0.01 M, para
luego incubar los cortes en solucidn de bloqueo antigénico (PBS 0.01 M + NGS 1% + Tritén
X-100 0.3%). Luego se retir6 la solucién de bloqueo y se les agregd Ac-anti-NEI 1:1000 +
NGS 1% + Tritén X-100 0.3% en PBS 0.01M y se los dej6 durante toda la noche en cAmara
fria y agitacion constante. En el segundo dia se lavaron los tejidos con PBS 0.01 M 3 veces x
5 min y luego se les adiciond el Ac-secundario FITC-oveja-anti-conejo (IgG, F-7512, Sigma-
Aldrich) 1:150 + NGS 1% durante 90 min en agitacién y camara fria. Se realizaron los
lavados correspondientes, luego se incubaron en solucién de bloqueo antigénico: NGS 5%
+ Tritén X-100 0.1% en PBS 0.01 M durante 60 min en agitaciéon y cdmara fria. Se retiré la
solucion de bloqueo y se les adiciond Ac-anti-TH 1:150 o Ac-anti-GAD-67 [K-87] 1:800
segun correspondiera (+NGS 5% + Tritén X-100 0.1% en PBS 0.01M) incubandolos
durante toda la noche en agitacion constante, en camara fria. En el tercer dia se realizaron
los lavados con PBS 0.01 M y se incubaron los tejidos con Ac-secundario conejo-anti-ratén
Cy5 (IgG, 315-176-045, Jackson Immunoresearch) 1:200 + NGS 0,5% en PBS 0.01 M
durante 90 min. Luego se realizaron 3 lavados x 5 min con PBS 0.01 M, 1 lavado rapido con

H,0 bidestilada y se montaron los cortes en portaobjetos gelatinizados.

2.3.2. B.1.4. IF doble de NEI y TRH-R1

Durante el primer dia de incubacion, se trabajoé sobre una plancha de hielo para la
mejor preservacion del tejido; se realizaron 3 lavados de 5 min cada uno con PBS 0.01 M
para luego incubar los segmentos en solucién de bloqueo antigénico (suero normal de
caballo + 1% Trit6n X-100 0.2% + PBS 0.01 M). Luego se retird la solucion de bloqueo y se
les agregd Ac-anti-TRH-R1 1:100 + suero normal de caballo 1% + Tritén X-100 0.2% en
PBS 0.01M y se los dej6 durante toda la noche en camara fria y agitaciéon constante. El
segundo dia se lavaron los tejidos con PBS 0.01 M 3 veces x 5 min y luego se les adicion6 el

Ac-secundario burro-anti-cabra Alexa-568 (A11057, Invitrogen) 1:200 + suero normal de
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caballo 1% durante 90 min en agitacion y cdmara fria. Se realizaron los lavados
correspondientes y luego se incubaron en solucién de bloqueo antigénico: Tritén X-100
0.3% + NGS 1% en PBS 0.01 M durante 60 min en agitacién y camara fria. Se retir6 la
solucién de bloqueo y se adicioné Ac-anti-NEI 1:1000 + NGS 1% + Tritén X-100 0.3% en
PBS 0.01M y se los dejé durante toda la noche en camara fria y agitacion constante. El
tercer dia se realizaron los lavados con PBS 0.01 M y se incubaron los tejidos con Ac-
secundario FITC-oveja-anti-conejo (IgG, F-7512, Sigma-Aldrich) 1:150 + NGS 1% durante
90 min. Luego se realizaron 3 lavados x 5 min con PBS 0.01 M, 1 lavado rapido con H,0
bidestilada y se montaron los cortes en portaobjetos gelatinizados.

En Ay B los cortes se dejaron secar al resguardo de la luz y se les colocé el cubreobjetos

con ProLong® Gold-DAPI (P36935, Invitrogen) que permite marcar nucleos.

2.3.2.B.1.5. Captura de las imagenes

Se utilizé6 un microscopio confocal Olympus FV-1000, las areas seleccionadas fueron
ubicadas con el objetivo 20x y luego se realizé la captura de las imagenes con el objetivo
60x de inmersion en el IHy (2 imagenes), la region lateral subincerta de la porcion
peduncular del hipotalamo lateral (PLHLatSubl) (1 imagen), la PLH (2 imagenes) y el PeF
(1 imagen) por cada corte bajo estudio y distribuidas de forma equitativa tanto en los
controles como en los tratados. Cuando se trabajé con las IF dobles de NEI-TH y de NEI-
GAD-67 se realizo el escaneo del tejido en forma secuencial y lineal, XYZ, siendo el espesor
de cada plano z de 1 a 1.3 pm; el pinhole fue de 110 pm y se utiliz6é un Kalman 3. Cuando se
trabajé con la IF doble de NEI-TRH-R1 y para las imagenes de ME de todas las IF, la toma
de las mismas se realiz6 s6lo en XY. La longitud de onda de emisién (en nm) de los laseres
utilizados fueron: DAPI, 461; FITC, 519; Cy5, 664; Alexa-568, 572. Las imagenes

obtenidas fueron de 640 x 640 pixels, guardadas como archivos .oib (Fig. 10).

2.3.2. B.1.6. Procesamiento de las imagenes-software Image ]
2.3.2. B.1.6.1. Densidad o6ptica (DO)

El total de las imagenes XYZ de los archivos .oib fueron convertidas a .oif y agrupadas
utilizando el programa Image ] 1.45 (NIH), luego se convirtieron a 8 bits y se realizé la
normalizacion del brillo y del contraste. La inmunoreactividad de NEI, de TH y de GAD-67
fue medida como unidades de DO en los animales control, hipoT e hiperT y la misma fue

expresada como valor porcentual relativo (DO relativa) respecto al grupo control.
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Fig. 10. Representacion esquemadtica de los cortes de cerebro seleccionados para la IF y la localizacion de
las imdgenes adquiridas con el microscopio confocal. A la izquierda, imagen a -2.16 mm de distancia al
Bregma donde se localiza la porcidn rostral del drea incerto-hipotaldmica (IHy); a la derecha, esquema a -2.76
mm del Bregma, de donde se adquirié una imagen del IHy, dos de la porcién peduncular del hipotdlamo lateral
(PLH(1) y PLH2)), otra de la regién lateral al niicleo subincerto (PLHLatSubl), una del nicleo perifornical (PeF) y
tres de la eminencia media (ME). Adaptado del Atlas Paxinos&Watson, 2007 (135).

2.3.2. B.1.6.2. Determinacion de la relaciéon NEI-TH y NEI-GAD-67

Para estudiar la relacién del soma y las terminales de NEI con la marca de TH y de GAD-
67, cada imagen del plano z fue procesada utilizando deconvolucién paralela espectral y la
correspondiente funcién de dispersiéon de punto (PSF) mediante el programa
MacBiophotonics Image ] 1.43 (NIH). La reconstrucciéon 3D de las imagenes de IF de NEI y
de TH en el [Hy y en la PLHLatSubl se realizé con el programa Image ] 1.45 (NIH). En el
[Hy a -2.16 mm del Bregma se analizaron un total de 15 somas NEI-ir y 74 somas TH-ir con
las correspondientes terminales, cuantificando el nimero total de varicosidades TH-ir
sobre cada soma NEI-ir y viceversa. En el PLHLatSubl se analizaron un total de 23 somas
NEI-ir y el namero de varicosidades de TH en contacto con éstos. En ambas areas se
determiné el nimero de contactos entre las terminales de NEI y TH en el resto de la

imagen 3D.
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2.3.2. B.1.6.3. Determinacion de la colocalizacion de NEI-GAD-67 y NEI-TRH-R1
Para el analisis de colocalizacion se utilizaron las imagenes deconvolucionadas y se
aplicaron los coeficientes de Manders y Pearson mediante el programa MacBiophotonics

Image ] 1.43 (NIH).

2.4. Analisis estadistico

Para los resultados obtenidos por RIA el andlisis estadistico se realizé6 mediante ANOVA de
dos vias con el test de Bonferroni como pos-test; cuando los datos no mostraron una
distribuciéon normal, los valores fueron transformados logaritmicamente para asegurar la
homogeneidad de la varianza. En el caso de los resultados de IHQ e IF los mismos fueron
analizados por ANOVA de una via seguido del test de Bonferroni. En todos los analisis las

diferencias entre medias se consideraron significativas cuando p<0.05.
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CAPIiTULO 3
RESULTADOS
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3.1. EL HIPO- Y EL HIPERTIROIDISMO AFECTAN LA CONCENTRACION DE NEI EN

AREAS CEREBRALES DISCRETAS DE RATAS MACHO ADULTAS

(Publicado: Ayala C, Valdez SR, Morero ML, Soaje M, Carrefio NB, Sanchez MS, Bittencourt JC, Jahn GA, Celis ME.
Hypo- and hyperthyroidism affect NEI concentration in discrete brain areas of adult male rats. Peptides.
32(6):1249-54, 2011).

3.1.1. Niveles hormonales circulantes
Los valores de la TSH se vieron modificados en los grupos hipoT e hiperT,

encontrandose significativamente elevados en el hipoT tanto en AM como en PM y bajos
en los animales hiperT, aunque en este ultimo grupo se encontraron diferencias
significativas respecto al grupo control sélo en AM.

La T3 y la T4 circulantes se observaron disminuidas significativamente en el hipoT y
aumentadas en el hiperT confirmando nuevamente la efectividad en la induccion de
ambos estados. En cuanto a la T3, en las hipoT no hubo diferencias entre los grupos con
induccién corta (7 dias) o prolongada (24 dias). Respecto a la T4, se observaron niveles
significativamente disminuidos en el grupo hipoT-24 respecto al hipoT-7 y, en el hipoT-7
se encontraron los mayores valores en AM.

Los niveles de la LH se observaron aumentados en el control-PM respecto a AM, pero
esta diferencia no fue observada en los animales tratados en los que se encontré una
tendencia opuesta.

Los valores de la testosterona no se vieron modificados en ninguno de los grupos

estudiados (Tabla 1).

3.1.2. Concentracion de NEI en el area hipotalamica lateral

En el PLH, la concentracién de NEI se mantuvo estable en AM y PM en todos los
grupos. No se observaron diferencias entre controles y tratados, mientras que si hubo
cambios cuando se compararon hipoT-7, hipoT-24 e hiperT. Mayor concentraciéon de NEI
fue observada en el grupo hipoT-7 respecto al hipoT-24 e hiperT en AM y entre el hipoT-7
y el hipoT-24 en PM (Fig. 11A).

En la PeFLH, la concentracion de NEI fue similar entre AM y PM en todos los grupos. En

el hipoT-24 hubo una reduccién marcada del contenido del péptido en ambos horarios

respecto a los otros grupos (Fig. 11B).
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Tabla 1. Valores en suero de TSH, T3, T4, LHy T en grupos tratados y controles de ratas

macho adultas.

TSH ng/ml T3 ng/dl T4 pg/dl LH ng/ml Testosterona
ng/ml
control-AM 1.33£0.35 85.3 £ 4.57 3.53+0.16 1.04£0.19b 0.88 £ 0.35
hipoT-7-AM 7.60 £ 0.61*** 2254 +1.18%** 1.41 £ 0.31b** 1.68 £ 0.25 1.69 £ 0.31
hipoT-24-AM ND 23.76 + 4.00*** 0.27 £ 0.11%** ND 1.21+0.36
hiperT-AM 0.20 £ 0.03** 237.50 = 25.24 £ 3.58 *** 1.81£0.25 0.65+0.19
18.28***
TSH ng/ml T3 ng/dl T4 pg/dl LH ng/ml Testosterona
ng/ml
control-PM 0.65 +0.19 70.2 +4.02 3.71+0.28 2.84 + 0.44a 1.13+£0.22
hipoT-7-PM 7.77 £ 0.67*** 25.4 £ 2.42%** 0.43 + 0.14a*** 1.88 £ 0.44 0.78 £ 0.20
hipoT-24-PM ND 23.00 £ 2.53*** 0.10 £ 0.03*** ND 0.65 +0.17
hiperT-PM 0.46+0.12 195.38 = 17.25 £ 2.79*** 2.17 £0.33 1.08 £ 0.43
23.36%**

Cada valor representa la media + SEM. ND: no determinado. Las letras representan la comparacion de cada grupo
analizado en los dos horarios establecidos (AM y PM), “b” indica diferencia significativa respecto de “a”: se
observan diferencias significativas en los niveles de la T4 en el hipoT-7-AM vs. hipoT-7-PM, b: p < 0.01; y en los
niveles de la LH en el control-AM vs. control-PM, b: p < 0.01. ** Comparacién de grupo control vs. tratado en el

mismo horario: p < 0.01; *** Comparacién del grupo control vs. tratados en el mismo horario: p < 0.001.
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Fig. 11. Concentraciéon de NEI en el drea hipotaldmica lateral. A. En la regién peduncular del hipotdlamo
lateral (PLH); B. en la region perifornical del hipotdlamo lateral (PeFLH). Cada columna representa la media *
SEM y en la base de cada una se encuentra el niimero total de muestras en ese grupo y horario. Los asteriscos (*)

representan la comparacion entre el grupo control y los tratados: *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001.
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3.1.3. Concentracion de NEI en areas cerebrales relacionadas a reproduccion y
liberacion de hormonas.

En el OVLT + AVPV la concentracion de NEI en los animales control fue mayor en AM.
En los grupos tratados los niveles de NEI fueron similares entre AM y PM y
significativamente menores respecto del control-AM. En PM se observé mayor

concentracion de NEI en el hipoT-24 respecto del hiperT (Fig. 12A).

En el POA, no hubo diferencias entre AM y PM en el control e hipoT; en el hiperT se
observo mayor concentracion de NEI en AM respecto a PM. En AM, los valores de NEI
fueron significativamente mayores en el hiperT respecto al control e hipoT-24 y en el
hipoT-7 respecto al control e hipoT-24. En PM, los menores valores observados se

encontraron en hipoT-24 respecto del control e hipoT-7 (Fig. 12B).

En el Pe, no hubo diferencias significativas entre los grupos.

En la ME + Arc, no se observo diferencia en la concentracién de NEI en AM vs. PM. En
AM, hubo una disminucién en el hipoT-24 respecto del control; en PM, los mayores niveles

fueron encontrados en el hipoT-7 e hiperT (Fig. 12C).

3.1.4. Concentracion de NEI en el niicleo paraventricular hipotalamico
En el PVH no hubo diferencias entre AM y PM. La concentracion de NEI se encontr6

significativamente reducida en el grupo hipoT-24 en ambos horarios (Fig. 13).

3.1.5. Concentracidn de NEI en la neurohipéfisis (PP) y glandula pineal (Pi)
En la PP, no hubo diferencias significativas entre los grupos u horarios estudiados (Fig.

14A).

En la Pi, la concentracién de NEI fue similar entre el control-AM y el control-PM. Sin
embargo, en los animales hipotiroideos se observaron tendencias opuestas en los valores
de NEI entre AM y PM, viéndose reducidos en el hipoT-7-PM y aumentados en el hipoT-24-
PM. Cuando comparamos los distintos grupos en AM, la concentracién de NEI fue mayor
en el hipoT-7 respecto al hipoT-24; mientras que en PM los valores de NEI fueron mayores
en el hiperT respecto al hipoT-7 y al control y en el hipoT-24 respecto al hipoT-7(Fig.
14B).
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Fig. 12. Concentracién de NEI en dreas cerebrales relacionadas a la reproduccién y la liberacion
hormonal, con presencia conocida de fibras de NEI A. En el érgano vasculoso de la ldmina terminal + niicleo
antero-ventroperiventricular (OVLT + AVPV); B. en el drea predptica (POA); C. en la eminencia media + nticleo
arcuato (ME + Arc). Cada columna representa la media + SEM y en la base de cada una se encuentra el niimero
total de muestras en ese grupo y horario. Los asteriscos (*) representan la comparacién entre el grupo control y
los tratados: *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001. Las letras representan la comparacién de cada grupo bajo

estudio con si mismo en uno y otro horario: en A. b: p < 0.05; en B. b: p < 0.01.
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Fig. 13. Concentracion de NEI en el niicleo paraventricular hipotalamico (PVH). Cada columna representa
la media + SEM y en la base de cada una se encuentra el nimero total de muestras en ese grupo y horario. Los

asteriscos (*) representan la comparacién entre el grupo control y los tratados: *p < 0.05, **p < 0.01.
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Fig. 14. Concentracion de NEI en la PP (A) y en la Pi (B). Cada columna representa la media + SEM y en la base
de cada una se encuentra el niimero total de muestras en ese grupo y horario. Los asteriscos (*) representan la
comparacién entre el grupo control y los tratados: *p < 0.05, **p < 0.01. Las letras representan la comparacion de

cada grupo bajo estudio con si mismo en uno y otro horario: b: p < 0.05.
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3.2. MODIFICACION DE LA CONCENTRACION DE NEI SECUNDARIO A LA INDUCCION
DEL HIPO- E HIPERTIROIDISMO DURANTE EL CICLO ESTRAL DE LA RATA

3.2.1. Niveles hormonales circulantes

Como era de esperar, los niveles de la LH se observaron significativamente aumentados
en el control-P-PM respecto al resto del ciclo (Fig. 15A). El hipoT-P-PM present6 un
aumento en los niveles de la LH respecto al hipoT-E-AM (Fig. 15B), mientras que no se
observaron diferencias en el grupo hiperT (Fig. 15C). Tanto el hipo- como el hiperT

inhibieron el aumento de la LH observado en el grupo control (Fig. 15D).
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Fig. 15. Niveles séricos de la LH durante el ciclo estral en los distintos grupos estudiados. A. En el grupo
control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D. Comparacion de los niveles circulantes de la LH durante el
ciclo en todos los grupos estudiados. Cada columna representa la media + SEM, el niimero total de muestras para

ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p < 0.05, ***p < 0.001.
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Los niveles del estradiol fueron los esperados, siendo mayores en el control-P-AM
respecto al resto del ciclo (Fig. 16A). En el hipoT se observaron mayores niveles en el P-
PM (Fig. 16B), mientras que en el grupo hiperT los valores fueron significativamente
mayores en el P-AM y en el P-PM respecto a los otros momentos del ciclo (Fig. 16C). Al
comparar todos los grupos se observé un comportamiento opuesto entre el control y el
hipoT en el P. No se encontraron diferencias entre el control y el hiperT a lo largo del ciclo

(Fig. 16D).
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Fig. 16. Niveles séricos del estradiol durante el ciclo estral en los distintos grupos estudiados. A. En el
grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D. Comparacién de los valores del estradiol a lo largo
del ciclo estral en todos los grupos estudiados. Cada columna representa la media + SEM, el niimero total de

muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

En el grupo control los niveles de progesterona fueron mayores en el P-PM respecto al
resto del ciclo (Fig. 17A); en el hipoT (Fig. 17B) y en el hiperT (Fig. 17C) se observd
también un aumento en el P-PM, siendo significativo respecto al hipoT-D,-AM y al hiperT-
E-AM, respectivamente. Cuando se compararon todos los grupos, un patrén diferente fue
observado en el hiperT-D,-AM donde los niveles de progesterona fueron mayores respecto

a los otros tratamientos (Fig. 17D).
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Fig. 17. Niveles circulantes de la progesterona durante el ciclo estral en los distintos grupos estudiados.
A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C.en el grupo hiperT. D. Comparacién de los valores de la
progesterona a lo largo del ciclo estral en todos los grupos estudiados. Cada columna representa la media + SEM,

el niimero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p < 0.05; **p < 0.01.

Para validar el modelo de hipo- e hipertiroidismo, se determinaron los niveles
circulantes de la TSH (ng/ml) durante el ciclo en todos los grupos; en el control se
observaron mayores niveles de la TSH en el D,-AM respecto al P-AM, en el hipoT se
observaron mayores niveles de la TSH en el P-AM y PM y en el hiperT los mayores niveles
se observaron en D;-AM y en el E-AM. Cuando se compararon todos los grupos se hall6 el
aumento esperado en el hipoT y los menores valores se encontraron en hiperT P-AM y PM
(Tabla 2). Ademas, en el P-AM se determinaron la Ts; y la T4 siendo los valores

significativamente diferentes entre el control y los tratados (Tabla 3).
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Tabla 2. Valores en suero de la TSH en los grupos tratados y control de ratas hembra

adultas durante el ciclo estral.

TSH ng/ml
Groupo D,-AM P-AM P-PM E-AM
control 2.35+0.15b 3.51+0.26a 3.00+0.10 2,74+0,18
hipoT 9.70 + 0.40b*** 12.90 £ 0.41a*** 11.17 + 0.34a*** 7,68 + 0,62ba***
hiperT 2.25+0.18b 1.75 + 0.04a*** 1.81 + 0.06a*** 2,23+0,07b

Cada valor representa la media + SEM. EI asterisco (*) representa la comparacion entre control y tratados en el
mismo momento/dia del ciclo: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. La letra “b” indica diferencia significativa
respecto de “a”; se observan diferencias significativas en los valores de la TSH en el control-Dz-AM vs. control-P-
AM, b: p < 0.01; en el hipoT-D2-AM vs. hipoT-E-AM, b: p < 0.05; en el hipoT-D2-AM vs. hipoT-P-AM e hipoT-P-PM, b:
p < 0.001; en el hipoT-P-PM vs. hipoT-E-AM, b: p < 0.001; en el hiperT-P-AM vs. hiperT-Dz-AM e hiperT-E-AM, b: p
< 0.01; en el hiperT-P-PM vs. hiperT-Dz-AM e hiperT-E-AM, b: p < 0.05.

Tabla 3. Valores circulantes de Tz y T4 en el P-AM en el grupo control y tratados.

Grupo T3 ng/dl T4 pg/dl
control-P-AM 127.70 + 21.12 4.09 £ 0.76
hypoT-P-AM 34.19 + 8.29*** 0.85 + 0.39**
hyperT-P-AM 273.60 * 34.38* 75.63 + 4.23%**

Cada valor representa la media + SEM. El asterisco (*) representa la comparacion entre control y tratados en el
mismo momento/dia del ciclo: *p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; se observan diferencias significativas en los
valores de la Ts en el control-P-AM vs. hipoT-P-AM *** p < 0.001 y en el control-P-AM vs. hiperT-T-P-AM * p < 0.05;
yenlaTsen el control-P-AM vs. hipoT-P-AM **p < 0.01 y vs. hiperT-P-AM ***p < 0.001.

3.2.2. Concentracion de NEI en areas hipotalamicas relacionadas con la sintesis del
péptido

En el IHy la concentracién de NEI se mantuvo estable en los grupos control (Fig. 18A)
hipoT (Fig. 18B), mientras que en el hiperT se observé una disminuciéon en el E-AM
comparado con los otros momentos del ciclo (Fig. 18C). Cuando se compara el grupo
control con los grupos experimentales, los valores més altos de NEI se encontraron en el

hiperT-P-AM y en ambos grupos tratados en comparacion con el control en D, (Fig. 18D).
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Fig. 18. Concentracion de NEI en el drea incerto- hipotaldmica (IHy) durante el ciclo estral en los distintos

grupos estudiados. A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D. Comparacién del

contenido de NEI a lo largo del ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna representa la media + SEM,

el nimero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p < 0.05; ***p < 0.001.

En el PLH la concentraciéon de NEI se mantuvo constante a lo largo del ciclo en el

control (Fig. 19A) y en el hiperT (Fig. 19C), mientras que en el hipoT se observd una

reduccion en el contenido de NEI en el D;-AM respecto al E-AM (Fig. 19B). Cuando se

compararon los tres grupos, los menores niveles de NEI se observaron en el grupo hipoT

durante todo el ciclo excepto en el E-AM donde fueron similares en todos los grupos (Fig.

19D).
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Fig. 19. Concentracion de NEI en la region peduncular del hipotdlamo lateral (PLH) durante el ciclo
estral en los distintos grupos estudiados. A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D.
Comparacién del contenido de NEI a lo largo del ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna
representa la media + SEM, el niimero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p <

0.05; **p <0.01; **p < 0.001.

En la PeFLH se observaron cambios en la concentracién de NEI en todos los grupos. En
el control la mayor concentracion del péptido fue hallada en el P-PM respecto del P-AM y
del E-AM (Fig. 20A). En el grupo hipoT un incremento en la concentracion de NEI se
observd en el E-AM respecto a los demas dias del ciclo (Fig. 20B). En el hiperT, se observé
una disminucién en el contenido de NEI en el P-PM (Fig. 20C). Comparando todos los
grupos, los niveles de NEI se incrementaron en el hiperT-P-AM y en el control-P-PM. En el
E-AM la concentracién del péptido fue mayor en los grupos experimentales respecto al
grupo control. En el D,-AM no se encontraron diferencias entre control y tratados, pero si

entre el hipoT y el hiperT (Fig. 20D).
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Fig. 20. Concentraciéon de NEI la regién perifornical del hipotdlamo lateral (PeFLH) durante el ciclo estral
en los distintos grupos estudiados. A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D.
Comparacién del contenido de NEI a lo largo del ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna
representa la media + SEM, el niimero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p <

0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.

3.2.3. Concentracion de NEI en areas con presencia conocida de fibras NEI-ir y que
participan en la regulacién de la fisiologia reproductiva

En el OVLT + AVPV los niveles de NEI disminuyeron en el control-P-PM en relacién al P-
AM y al D,-AM (Fig. 21A). No se observaron diferencias en los grupos experimentales a lo
largo del ciclo (Fig. 21B y 21C, para el hipoT y el hiperT respectivamente). Cuando se
compararon el control y los tratados, en el hipoT-P-PM se observ6 mayor concentracion

NEI respecto del control (Fig. 21D).
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Fig. 21. Concentracion de NEI en el drgano vasculoso de la ldmina terminal y en el niicleo dntero-

ventroperiventricular (OVLT + AVPV) durante el ciclo estral en los distintos grupos estudiados. A. En el

grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D. Comparacion del contenido de NEI a lo largo del

ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna representa la media + SEM, el niimero total de muestras

para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p < 0.05; ***p < 0.001.

En el POA, la concentracion de NEI se mantuvo estable a lo largo del ciclo en los grupos

control (Fig. 22A) e hiperT (Fig. 22C); mientras que en el hipoT se observdé una

disminucién en el P-PM respecto del P-AM y del E-AM y en el hipoT-D;-AM respecto al

hipoT-P-AM (Fig. 22B). Cuando se realiz6 la comparacién de todos los grupos a lo largo

del ciclo, en el hiperT-D;-AM los valores de NEI fueron mayores respecto de los otros dos

grupos (Fig. 22D).
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Fig. 22. Concentracion de NEI en el drea predptica (POA) durante el ciclo estral en los distintos grupos
estudiados. A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D. Comparacién del contenido de
NEI a lo largo del ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna representa la media + SEM, el

numero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p < 0.05; ***p < 0.001.

En el Pe, los niveles de NEI no se modificaron a lo largo del ciclo en el grupo control
(Fig. 23A) ni en el hiperT (Fig. 23B); mientras que se observé un aumento en el hipoT-E-
AM respecto del P-PM (Fig. 23C), en este mismo grupo mayor concentraciéon de NEI se
encontr6 en el E-AM respecto a los controles cuando se compararon todos los grupos

estudiados (Fig. 23D).
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Fig. 23. Concentracion de NEI en el niicleo periventricular (Pe) durante el ciclo estral en los distintos

grupos estudiados. A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D. Comparacion del

contenido de NEI a lo largo del ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna representa la media + SEM,

el niimero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra. **p < 0.01; ***p < 0.001.

En el PVH los niveles de NEI se mantuvieron constantes a lo largo del ciclo. Cuando

comparamos todos los grupos se observé mayor concentraciéon del péptido en el hipoT-E

respecto del control en ese mismo momento del ciclo (Fig. 24).
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Fig. 24. Concentracion de NEI en el niicleo
paraventricular  hipotaldmico  (PVH)
durante el ciclo estral en los distintos
grupos estudiados. Comparacién  del
contenido de NEI a lo largo del ciclo en los
distintos grupos estudiados; cada columna
representa la media + SEM, el niimero total de
muestras se especifica en la base de cada

barra: *p < 0.05.
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En la ME + Argc, en el control y en el hipoT se observé aumento de la concentraciéon de

NEI en el E-AM (Fig. 25A y B), mientras que en el hiperT no se observaron diferencias

significativas (Fig. 25C). Cuando se compararon los distintos grupos a lo largo del ciclo, la

mayor concentracién de NEI fue encontrada en el hiperT-P-AM respecto del hipoT-P-AM,

en el hiperT-P-PM respecto del control-P-PM y en el control e hipoT-E-AM respecto del

hiperT (Fig. 25D).
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Fig. 25. Concentracion de NEI en la eminencia media y en el niicleo arcuato (ME + Arc) durante el ciclo

estral en los distintos grupos estudiados. A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D.

Comparacién del contenido de NEI a lo largo del ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna

representa la media + SEM, el niimero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p <

0.05; **p < 0.01; **p < 0.001.
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3.2.4. Concentracion de NEI en la neurohipoéfisis

En la PP, en el grupo control se observd mayor concentraciéon de NEI en el P-AM
respecto al D,-AM y al P-PM y en el E-AM respecto al control-P-PM y control-D,-AM (Fig.
26A). No se observaron cambios en el grupo hipoT (Fig. 26B), mientras que en el hiperT
se observaron niveles mas altos de NEI en el D;-AM (Fig. 26C). Cuando comparamos los
distintos grupos a lo largo del ciclo se observé que la concentraciéon de NEI fue mayor en

los grupos control e hipoT, a excepciéon del D,-AM donde no se observaron diferencias

(Fig. 26D).
A B B control
ook |:| hlpOT
oo | 30 .
8 r r " 1 a
= o0
£ 204 £ 20 T
= @
= OC.: I 1
=3} -
Ay oy
10 10
g g
= =]
= = s 9 7 7
D,-AM  P-AM P-PM E-AM D,-AM  P-AM P-PM E-AM
C D
301 -
2 30 Fokok
= o =S KoKk
2 —— ' = ok —
E 207 * Q, —
5 — *okok
3 £ 20 * —
& i
FREU = A T
o o) —
= =
ol =9
D,-AM P-AM  P-PM  E-AM A 10-
e
o
o)
=
0- 5| El 6 ydl 7 7

D,-AM P-AM P-PM E-AM

Fig. 26. Concentracién de NEI en la neurohipdfisis (PP) durante el ciclo estral en los distintos grupos
estudiados. A. En el grupo control; B. en el grupo hipoT; C. en el grupo hiperT. D. Comparacién del contenido de
NEI a lo largo del ciclo en los distintos grupos estudiados. Cada columna representa la media * SEM, el

ntimero total de muestras para ese grupo se detalla en la base de cada barra: *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001.
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3.3. A. EL HIPERTIROIDISMO AUMENTA LAS TERMINACIONES NERVIOSAS
DEPENDIENTES DE NEI

3.3. A.1. Cuantificacion del nimero de particulas NEI-ir en el MPA y el LPO
El MPA y el LPO constituyen el POA. La intensidad maxima de los puntos NEI-ir fue
cuantificada observandose un aumento en el nimero de punctas NEI-ir en el grupo hiperT

respecto al control y al hipoT (Fig. 27).

3.3. A.2. Cuantificacion del nimero total de somas NEI-ir en el hipotalamo desde -
2.16 a-2.92 mm del Bregma

Del total de cortes incubados comprendidos entre las distancias -1.92 a -2.92 mm
respecto al Bregma se cuantificaron el niumero total de somas NEI-ir, no hallandose

diferencias entre los distintos grupos.

A

Part{culas NEI (+)/

Fig. 27. El hiperT induce un aumento del niimero de punctas NEI-ir en el drea predptica medial (MPA) y
lateral (LPO). A. Imagen obtenida por microscopia de luz (40x) a -0.36 mm del Bregma, se observan fibras NEI-i
en el MPA y en el LPO de animales control, hipoT e hiperT; B. representacion esquemdtica de un corte coronal del
cerebro de rata a -0.36 mm del Bregma, se sefialan en los recuadros en azul las zonas de donde se adquirieron las
imdgenes; C. cuantificacion de las punctas NEI-ir a -0.36 mm del Bregma demostrdndose el aumento significativo
del niimero de particulas (punctas) NEI-ir en el hiperT en ambas regiones del drea predptica (POA). Las barras

representan la media + SEM: **p <0.01.
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3.3. B. EL HIPO- Y EL HIPERTIROIDISMO MODIFICAN LA EXPRESION DE NEI Y DE LA
TH EN DISTINTAS AREAS HIPOTALAMICAS DE RATAS MACHO ADULTAS

3.3.B.1. Area incerto-hipotalamica (IHy)

El [Hy comprende una regién caracterizada por la presencia de somas y fibras que
expresan TH y neuronas que sintetizan NEI. Se localiza entre el hipotalamo medial y la ZI
en el eje rostro caudal del cerebro. Las imagenes analizadas fueron adquiridas a dos
distancias del Bregma, una rostral (aproximadamente entre -1.92 y -2.16 mm) y otra

caudal (aproximadamente a -2.76 mm).

3.3. B.1.1. Caracteristicas de la expresion de NEI y de la TH en el IHy rostral
En esta region se observo una estrecha relacién entre los somas y las fibras que el

péptido con los somas y las fibras TH-ir en todos los grupos estudiados (Fig. 28).

3.3.B.1.1.1. Cuantificacion de la expresion de NEI y TH en el IHy rostral
Se observd un aumento en la expresion de NEI en el hipoT respecto al control, mientras

que no hubo modificaciones en la expresion de TH (Fig. 29).

3.3.B.1.1.2. Evidencia de la interaccion de los somas y varicosidades de NEI con los
somas y terminales TH-ir

Si bien la imagen de IF del [Hy a -2.16 mm del Bregma sugiere una estrecha relacion
entre los somas y terminales NEI-ir con aquellos que expresan TH, la reconstrucciéon
tridimensional (3D) permitid confirmar la misma. A modo de ejemplo se muestra la

correspondiente a un animal control (Fig. 30).

3.3.B.1.1.3. Cuantificacion de los puntos de contacto de NEI y TH

La cuantificacion de los puntos de contacto en todos los grupos estudiados fue realizada en
las imagenes de reconstruccion 3D, pudiendo determinar que en el hipoT no se modifica el
numero de varicosidades de NEI sobre los somas TH-ir, mientras que en el hiperT se
reduce su numero (Fig. 31A); el efecto opuesto se observé en el nimero de terminales de
TH sobre los somas NEI-ir (Fig. 31B). El numero total de interacciones entre las
varicosidades y terminales de NEI y de TH se observaron disminuidas en el grupo hiperT

(Fig. 31C).
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Fig. 28. Inmunofluorescencia de NEI (verde) y de TH (rojo) en el drea incerto-hipotalamica (IHy) rostral
en los grupos control, hipoT e hiperT. Se observé una estrecha relacién entre las marcas de NEI y la de TH en
todos los grupos estudiados. Caracterizacion de la expresion del neuropéptido dcido-glutdmico-isoleucina amida
(NEI: fluorescencia verde en A, D y G; marcado con FITC) y de tirosina hidroxilasa (TH: fluorescencia roja en B, E y
H; marcado con Cy5) en los grupos control: A-C, hipoT: D-F e hiperT: G-1. En C, F e I se muestra la superposicién de

los canales verde y rojo. Barra de escala: 50 um.
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Fig. 29. Cuantificacion de la Densidad dptica (DO) relativa de NEI (A) y de TH (B) en el drea incerto-
hipotalamica (IHy) rostral. El hipoT induce un aumento en la expresion de NEI en el IHy rostral. Cada columna

representa la media + SEM: *p < 0.05.
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Fig. 30. Imagen de microscopio confocal en el IHy rostral de un animal control, con la correspondiente
reconstruccion tridimensional (3D) de los canales verde (NEI) y rojo (TH). Se observan los somas, fibras y
botones correspondientes a NEI y a TH. Esta reconstruccion 3D fue llevada a cabo en un total de 15 neuronas NEI-
ir en un drea que incluyese los somas y las fibras de TH relacionados con cada célula de NEI y para cada grupo
(control, hipoT e hiperT). La interaccion entre NEI y TH fue determinada cuantificando el niimero de
varicosidades de la TH sobre cada uno de los somas NEI-ir, el niimero de varicosidades de NEI sobre los somas TH-
ir y el niimero de contactos entre las terminales de NEI y de TH (las flechas sefialan cada uno de estos contactos).
A. Imagen de inmunofluorescencia del neuropéptido dcido-glutdmico-isoleucina amida (NEI: fluorescencia verde;
marcado con FITC) y de tirosina hidroxilasa (TH: fluorescencia roja, marcado con Cy5) donde se observa la
superposicién de ambos canales; B. soma, axén y varicosidades NEI-ir; C. somas, axones y fibras TH-ir; D.
reconstruccion 3D de la imagen B (frente y dorso); E. reconstruccion 3D de la imagen C (frente y dorso); F.
Superposicion de las imdgenes By C; G y H muestran la reconstruccion 3D de F (G: dorso y H: frente), las flechas

indican los puntos de contacto entre NEI y TH. Barra de escala: 20 um.
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Fig. 31. Cuantificacién del niimero de contactos

@)

entre NEI y TH en el drea incerto-hipotaldmica

(IHy) rostral. El hiperT induce cambios en la
40+
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304 — Cuantificacién del niimero de varicosidades NEI-ir
B —

por cada soma TH-ir; B. cuantificacién del numero

207 de varicosidades TH-ir por cada soma NEI-ir; C.

10 niimero total de contactos entre las varicosidades

de NEI y TH. Cada columna representa la media +

Total de interacciones entre las
varicosidades NEI y TH-ir

control hipoT hiperT SEM: *p < 0.05, **p < 0.01.

3.3. B.1.2. Caracteristicas de la expresion de NEI, de THy de GAD-67 en el IHy caudal

En esta region los somas y varicosidades NEI-ir se encontraron cercanos a las fibras de
TH; a esta distancia del bregma no se observaron somas de TH y el nimero de terminales
disminuy6 en relacion a la porcién rostral del [Hy. La marca de GAD-67 se observd como
un puntillado que no permitié definir morfologia celular y los botones marcados para esta
enzima se encontraron cercanos a los somas y varicosidades de las neuronas que expresan

NEI (Fig. 32).

3.3.B.1.2.1. Cuantificacion de la expresion de NEI, de THy de GAD-67
No se observaron cambios significativos en la DO de NEI ni de GAD-67 en la porcion
caudal del IHy; sin embargo, la expresion de TH se observo reducida en el hipoT y en el

hiperT respecto al grupo control (Fig. 33).
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NEI+ TH

" NEI + GAD-67

Fig. 32. Inmunofluorescencia de NEI, de THy de GAD-67 en el IHy caudal en animal control. Caracterizacion

de la inmunofluorescencia de los somas y terminales-ir del neuropéptido dcido-glutdmico-isoleucina amida (NEI:

fluorescencia verde en Ay D; marcado con FITC), de las fibras tirosina hidroxilasa-ir (TH: fluorescencia roja en B;

marcado con Cy5) y de los botones dcido-glutdimico-descarboxilasa-67-ir (GAD-67: fluorescencia roja en E;

marcado con Cy5). En Cy F se muestra la superposicién de los canales verde y rojo. Barra de escala: 20 pm.
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Fig. 33. Cuantificacién de la Densidad dptica
(DO) relativa de NEI (A), de TH (B) y de GAD-67
(C) en el drea incerto-hipotaldmica (IHy)
caudal. El hipoT y el hiperT reducen la expresion de
la TH en el IHy caudal. Cada columna representa la

media * SEM: **p < 0.01.
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3.3. B.2. Region lateral subincerta de la porcion peduncular del hipotalamo lateral
(PLHLatSublI)

La PLHLatSubl corresponde a la regiéon mas dorsolateral del hipotdlamo con presencia
de células NEI-ir a aproximadamente -2.76 mm del Bregma. Se encuentra limitada
dorsalmente por la ZI, lateralmente por la capsula interna, ventralmente por la PLH y
medialmente por el ntcleo subincerto (Subl), no ha sido descripta previamente separada

de la PLH.

3.3. B.2.1. Caracteristicas de la expresion de NEI, de TH y de GAD-67 en la
PLHLatSubl

En esta regidn las células NEI-ir se disponen en direccién oblicua al eje longitudinal del
cerebro, siguiendo la direcciéon de las fibras TH-ir. En todos los tratamientos, los somas y
las fibras NEI-ir se encuentran rodeados de fibras TH-ir (Fig. 34A-C) y de botones GAD-
67-ir (Fig. 34D-F).

control hipoT hiperT

Fig. 34. Inmunofluorescencia de NEI, de TH y de GAD-67 en la PLHLatSubl en animal control, hipoT e
hiperT. Caracterizacion de la inmunofluorescencia de los somas y terminales de NEI (A-F, fluorescencia verde,
FITC), de las fibras TH-ir (A-C, fluorescencia roja, Cy5) y del puntillado de GAD-67 (D-F, fluorescencia roja, Cy5).

Barra de escala: 50 um.
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3.3. B.2.2. Cuantificacion de la expresion de NEI, de THy de GAD-67
En la PLHLatSubl la DO relativa de NEI y de GAD-67 no se observaron modificadas por
los tratamientos. En el caso de TH, se observé un patrén opuesto entre ambos

tratamientos: disminucidn de su expresion en el hipoT y aumento en el hiperT (Fig. 35).
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(@)

Fig. 35. Densidad éptica (DO) relativa de NEI,
1507 de TH y de GAD-67 en la region lateral
subincerta de la porcion peduncular del

10079 hipotalamo  lateral (PLHLatSubl). La

expresion de la TH fue modificada en los grupos
50

experimentales. A. Cuantificacion de la DO

a-2.76 mm del Bregma

relativa expresada en porcentaje de NEI; B. de

% DO GAD-67 en PLHLatSubl

control hipoT hiperT TH y C. de GAD-67 en todos los grupos

estudiados. Cada columna representa la media #
SEM: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

3.3. B.2.3. Evidencia de la interaccién de los somas y varicosidades NEI-ir con las
fibras TH-ir
Por medio de la reconstruccion 3D se demostrd una estrecha relacion entre las fibras

TH-ir con los somas y varicosidades NEI-ir en la PLHLatSubl (Fig. 36).

3.3.B.2.4. Cuantificacion de los puntos de contacto entre NEIy TH

El nimero de contactos de las varicosidades TH-ir sobre los somas que expresan NEI se
observd aumentada en el grupo hiperT (Fig. 37A), mientras que el numero de
interacciones entre las terminales de NEI y de TH se incrementd en el grupo hiperT pero

sélo respecto al hipoT (Fig. 37B).
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Fig. 36. Magnificacién de una imagen de microscopio confocal en la regién lateral subincerta de la
porcién peduncular del hipotdlamo lateral (PLHLatSubl) de animal control con la correspondiente
reconstruccion tridimensional (3D) de los canales verde (NEI) y rojo (TH). Esta imagen corresponde a una
neurona NEI-ir con fibras y botones —ir para el péptido y fibras de TH. La reconstruccién 3D permite observar la
estrecha relacion entre las fibras de TH y el soma NEI-ir, asi como la interaccion de los botones de NEI con las
fibras de TH; dicha reconstruccion fue llevada a cabo en un total de 23 somas NEI-ir con las correspondientes
terminales de TH que se encontraban relacionadas a los mimos. A. Imagen de inmunofluorescencia del
neuropéptido dcido-glutdmico-isoleucina amida (NEI: fluorescencia verde; marcado con FITC); B. reconstruccion
3D correspondiente a la imagen A; C. imagen de inmunofluorescencia de tirosina hidroxilasa (TH: fluorescencia
roja, marcado con Cy5); D. reconstruccién 3D correspondiente a la imagen C; E. superposicién de las imdgenes A
y G F. representa la superposicion de By D de frente y G. representa la superposicion de By D al dorso. Barra de

escala: 20 pm.
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Fig. 37. Cuantificacion del niimero de contactos entre NEI y TH en la PLHLatSubl. En el grupo hiperT
aumenta el nimero de varicosidades TH-ir sobre los somas NEI-ir, mientras que no se modifica el total de
interacciones entre las varicosidades de NEI y TH respecto al control. A. Cuantificacion del nimero de
varicosidades TH-ir por cada soma NEI-ir; B. niimero total de contactos entre las varicosidades de NEl y TH. Cada

columna representa la media + SEM: **p < 0.01, ***p < 0.001.
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control

hipoT

NEI GAD-67 superposicion

Fig. 38. Inmunofluorescencia de NEI y de GAD-67 en el PLH(1) en animal control, hipoT e hiperT. A, D y G.
Caracterizacién de la inmunofluorescencia de los somas y terminales de NEI (fluorescencia verde, FITC); B, Ey H

marca de GAD-67 (fluorescencia roja, Cy5); C, F e I superposicion de los canales verde y rojo. Barra de escala: 50

um.

3.3. B.3. Region peduncular del hipotalamo lateral (PLH)

Se tomaron dos imagenes correspondientes al PLH, una lateral (PLH(1)) y otra medial

(PLH).

3.3. B.3.1. Caracteristicas de la expresion de NEI, de TH y de GAD-67
En el PLH las fibras TH-ir se encuentran alrededor de los somas NEI-ir, observandose
mayor cantidad de fibras en el PLH() respecto al PLH(z). Como en el resto de las areas

observadas, la marca de GAD-67 se observé como un puntillado alrededor de los somas

NEI-ir (Fig. 38).
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3.3. B.3.2. Cuantificacion de la expresion de NEI, de THy de GAD-67

En la PLH) se observd un aumento en la expresion de NEI y una reduccién de la
expresién de TH en el hiperT, mientras que ni el hipo- ni el hiperT modificaron la
expresion de GAD-67 (Fig. 39A-C).

En la PLH() se observé un aumento en la DO de NEI en el hipoT y el efecto opuesto fue
observado en el hiperT; la expresion de TH se redujo en el hipoT y la DO de GAD-67 no se

modific6 en ninguno de los grupos analizados (Fig. 39D-F).
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Fig. 39. Densidad éptica (DO) relativa de NEI, de TH y de GAD-67 en la regién peduncular del hipotdlamo
lateral (PLH) a - 2.76 mm del Bregma. EIl hipoT y el hiperT modifican la expresion de NEI y de TH.
Cuantificacion de la DO relativa de NEI, de THy de GAD-67 en la PLH1) (A-C respectivamente); cuantificacion de
la DO relativa de NEI, de TH y de GAD-67 en la PLH2) (D-F respectivamente) en todos los grupos estudiados. Cada
columna representa la media + SEM: *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

3.3. B.4. Nucleo perifornical (PeF)
3.3. B.4.1. Caracteristicas de la expresion de NEI, de TH y de GAD-67

En el PeF los somas NEI-ir se observaron formando un aglomerado que respeta la
morfologia de dicho nucleo (Fig. 40), se encontraron escasas fibras TH-ir, mientras que la

marca de GAD-67 se presentd como un puntillado entre las células NEI-ir.
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Control

Fig. 40. Inmunofluorescencia de NEI, de THy de GAD-67 en el niicleo perifornical (PeF) en animal control.

A. Disposicién en aglomerado de las células NEI-ir (verde: FITC) con escasa presencia de fibras TH-ir (rojo: Cy5);

B. Disposicién de los somas NEI-ir (verde: FITC) rodeados de botones GAD-67-ir (rojo: Cy5).Barra de escala: 50

um.

3.3. B.4.2. Cuantificacion de la expresion de NEI, de THy de GAD-67

En el PeF tanto el hipoT como el hiperT redujeron la expresién de NEI (Fig. 41A). El

hipoT redujo la DO de TH respecto al grupo hiperT (Fig. 41B) mientras que la expresion

de GAD-67 fue menor en el hipoT respecto del control (Fig. 42C).
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Fig. 41. Densidad éptica (DO) relativa de NEI, de
TH y de GAD-67 en el niicleo perifornical (PeF) a -
2.76 mm del Bregma. Hipo- e hiperT reducen la
expresion de NEI, mientras que sélo el hipoT redujo la
DO de TH y de GAD-67. A. Cuantificacién de la DO de
NEI; B. de TH; C. de GAD-67 en todos los grupos
estudiados. Cada columna representa la media *

SEM: *p < 0.05,
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3.3. B.6. Eminencia media (ME)
3.3. B.6.1. Caracteristicas de la expresion de NEI

La ME se divide principalmente en dos capas: una dorsal que se encuentra en contacto
con el tercer ventriculo (3v) denominada lamina interna y otra ventral llamada lamina
externa. Las varicosidades NEI-ir se encuentran en mayor densidad en la lamina interna

(Fig. 42 A y B). En todos los tratamientos se observé la misma disposicién de las fibras de
NEI (Fig. 42 C-K).
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Fig. 42. Inmunofluorescencia (IF) de NEI en la ME en control, hipoT e hiperT. Se observa la disposicion de las
fibras NEI-ir en mayor densidad en la ldmina interna de la ME tanto en controles como en tratados. A. Imagen
tomada a 10x donde se observan la ME, el niicleo arcuato (Arc) y el tercer ventriculo (3V); B. Magnificacion de la
ME de la imagen A donde se pueden distinguir las fibras NEI-ir (fluorescencia verde: FITC) dispuestas en la ldmina
interna. C, F e I. muestran las fibras NEI-ir en control, hipoT e hiperT respectivamente; D, Gy J. niicleos celulares
identificados con DAPI (fluorescencia azul) localizados en la ME; E, H y K. superposicién de los canales verde

(NEI) y azul (DAPI). C-K: imdgenes adquiridas a un aumento de 60x.
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3.3. B.6.2. Cuantificacion de la expresion de NEI

En la ME se observ6 un aumento significativo en la expresién de NEI en el hipoT (Fig.

43).
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3.3. B.7. Resultados del analisis de colocalizacion entre NEI y GAD-67
No se hallé colocalizacion de NEI y GAD-67 en ninguna de las areas estudiadas de los

distintos grupos utilizados en el presente trabajo.

3.3. C. NEI COLOCALIZA CON EL TRH-R1EN EL PLHLatSubl Y EN LA PLH

3.3. C.1. Caracteristicas de la expresion del TRH-R1
La marca de TRH-R1 se observo en todos los somas NEI-ir y en somas correspondientes

a otras células como un puntillado que permite distinguir la morfologia celular (Fig. 44A-

0

3.3C.2. Resultados del andlisis de colocalizacién entre NEI y el TRH-R1
El andlisis de colocalizacién entre NEI y el TRH-R1 se realizé en la PLHLatSubl y en la
PLH, en ambas areas y en todos los grupos estudiados se determiné la colocalizacion

positiva entre ambos (Fig. 44).
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Fig. 44. Imdgenes de inmunofluorescencia donde se evidencia la colocalizacién de NEI con el TRH-R1 en el
control, el hipoT y el hiperT. A-C. IF de NEI (fluorescencia verde: FITC) y de TRH-R1 (fluorescencia roja: Alexa
568) en control, hipoT e hiperT respectivamente; A-1 a A3. magnificacion de una célula de la imagen A (A-1:
NEI, A-2: TRH-R1, A-3: superposicion de A-1y A-2); B-1 a B-3. magnificacion de una célula de la imagen B (B-1:
NEI, B-2: TRH-R1, B-3: superposicién de B-1y B-2); C-1 a C-3. magnificacion de una célula de la imagen C (C-1:
NEI, C-2: TRH-R1, C-3: superposicion de C-1y C-2). La barra de escala es de 50 um para A, By Cy de 20 um en las

imdgenes magnificadas.
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En el presente trabajo se demuestra por primera vez que la concentraciéon del
neuropéptido EI en el hipotdlamo de la rata adulta de ambos sexos se modifica de forma
dependiente de la funcién tiroidea. Es interesante destacar que en ambos modelos
experimentales, hipoT e hiperT, se observaron cambios puntuales de la concentracién del
péptido en los homogenatos de las distintas areas extraidas y en la expresion celular del
mismo en las regiones hipotaldmicas estudiadas. La importancia de estos resultados reside
en que posiblemente la alteracién en el normal funcionamiento del eje HHG y la
fisiopatogenia de las patologias neuropsiquidtricas observadas en el hipo- e
hipertiroidismo, puedan ser mediadas por modificaciones en la sintesis, clivaje, liberacion
y degradacion de NEI y en consecuencia de su accion.

El hipotalamo representa una zona amplia y compleja localizada en la porcién ventral
del encéfalo (135), se encuentra dividido en distintas regiones y nucleos interconectados
que intervienen a nivel central en la regulacién de la reproduccién, de comportamientos
motivados como el motor y el sexual, el ciclo vigilia/suefio, el control de la ingesta, entre
otros y periféricos tales como la sintesis y la secrecion de factores de liberaciéon que
intervienen en distintos ejes como el HHG y el eje HHT. Las areas hipotalamicas incluidas
en este estudio permiten realizar un andlisis detallado y a la vez complejo de los
resultados y su posible correlacién con los efectos del hipo- e hipertiroidismo
principalmente sobre la fisiologia reproductiva.

La fisiologia reproductiva es diferente en el macho y en la hembra, siendo
probablemente la secrecion fasica de la LH de la glandula pituitaria la diferencia sexual
mas importante. En la rata hembra, los niveles plasmaticos del estradiol aumentan
durante el ciclo estral y dan lugar a un incremento masivo en la secrecién de la LH en la
tarde del P (138); mientras que el patréon de secrecion de esta ultima en los machos es
pulsatil y no presenta un pico de liberacién maxima. Estas diferencias se expresan a nivel
del SNC en ciertos nucleos y areas hipotalamicas llamadas regiones sexualmente
dimorficas, que se desarrollan en la etapa gestacional por la accién de los esteroides
gonadales (EG) que actian durante un periodo llamado “periodo critico de diferenciaciéon
sexual del cerebro” determinando dicho dimorfismo. En los machos la testosterona
secretada por los testiculos en desarrollo es aromatizada en el SNC generando estradiol y
produciendo a este nivel modificaciones que se traducen en caracteristicas sexo-
especificas de la endocrinologia reproductiva y del comportamiento en los adultos.
Distintos mecanismos se encuentran involucrados en la generacién de estas diferencias
tales como la neurogénesis, la migracion y la supervivencia celular. Constituyen regiones
sexualmente dimorficas el AVPYV, el nucleo predptico medial (MPN) del POA, el nucleo del

lecho de la estria terminal (BNST) y el VMH (139).
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Tanto el OVLT como el AVPV se encuentran particularmente relacionados al control de
la reproduccién, ambos representan dos regiones interconectadas localizadas en la
porcion ventral y rostral del POA a una distancia del Bregma entre 0.60 y 0.12 mm el OVLT
y entre 0.12 a -0.12 mm el AVPV (135). Por la metodologia utilizada en la toma de la
muestra es probable que los resultados obtenidos correspondan mayormente al AVPV
(esta area se extrajo en su totalidad, mientras que del OVLT fue resecada sélo su porcién
mas caudal).

En el presente trabajo se observé que en la rata hembra eutiroidea la concentracién de
NEI presenta un patrén de variacion ciclica y que dicha caracteristica se pierde en el hipo-
y en el hiperT. El AVPV es particularmente importante en la integracién de la
retroalimentacién positiva ejercida por los EG para que luego se genere el pico de la LH.
Contiene una alta densidad de neuronas con ER-a y [ y receptores de progesterona
modulados por las variaciones en los EG (139-141). El estradiol induce en esta drea un
aumento en la expresion de los receptores de la progesterona (142) y la accién de ésta
sobre sus receptores en el P-PM es la responsable del pico de la LH. Si el aumento del
estradiol se retrasa y por lo tanto no precede al incremento de la progesterona, la
induccidn de la expresion de sus receptores no se produce y en consecuencia el pico de la
LH no alcanza los valores necesarios para inducir la ovulaciéon. Los resultados obtenidos
en las hembras hipo- e hiperT muestran que en estos grupos se produjo una alteraciéon de
los valores circulantes del estradiol, la progesterona y la LH. La posible modulaciéon de las
fibras de NEI en el AVPV por parte de los EG y la alteraciéon de la misma en el hipo- e
hiperT no habia sido demostrada aun, siendo los resultados observados en la presente
tesis indicadores de que éste seria el mecanismo por el que estas disfunciones alterarian el
patroén ciclico de NEI en esta area.

Las neuronas del AVPV inervan nicleos neuroendocrinos de la zona periventricular del
hipotalamo tales como el PVH y el Arc. Proyecciones ascendentes dorsales inervan el
septum ventrolateral y el BNST, otras fibras se proyectan rostralmente alcanzando las
neuronas de la GnRH que se encuentran en los alrededores del OVLT (143), regiones todas
con presencia de fibras que expresan NEI (16).

En roedores, los cuerpos celulares de las neuronas de GnRH se localizan principalmente
en la porcién rostral del POA que incluye al OVLT y al AVPV, ademas en el OVLT hay una
alta densidad de fibras GnRH-ir (144, 145). La GnRH corresponde al primer punto de la
regulacion del eje HHG, siendo la relaciéon de NEI con las neuronas y fibras que expresan
esta hormona demostrada previamente (39).

La GnRH es liberada desde la lamina externa de la ME a los vasos porta-hipofisarios

para alcanzar la adenohipofisis y estimular la sintesis y la liberacién de las gonadotrofinas
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que a su vez actian sobre los ovarios y los testiculos para regular la secrecion de los EG e
inducir la ovulacién o la produccién de esperma (146, 147). Tanto el OVLT como la ME,
junto con el 6rgano subfornical y el area postrema, son 6rganos circunventriculares
(carecen de barrera hemato-encefdlica y se encuentran en contacto directo con la
circulacién). Recientemente se ha demostrado que las dendritas de GnRH que proyectan
hacia el OVLT se dirigen fuera del mismo quedando expuestas a la circulacién; en ese
mismo trabajo se sefial6 que aproximadamente el 85% de las neuronas que expresan esta
hormona con cuerpos celulares situados a menos de 100 um de esta area expresan c-Fos
en el momento del pico de GnRH/LH y aproximadamente el 70 % de éstas extienden sus
dendritas hacia el OVLT, contribuyendo probablemente al efecto provocado por la GnRH
liberada desde la ME (148).

La presencia de las varicosidades que expresan NEI en la periferia del OVLT y en el
AVPV, en alta y moderada densidad respectivamente, ha sido demostrada por Bittencourt
JC et al. en el afio 1992 (16); mientras que la relacidn entre las terminales de NEI y los
somas y fibras que expresan la GnRH en la rata hembra fue descripta por Attademo AM et
al. en el ano 2006. En dicho trabajo se observé que en la tarde del dia del P hay una intensa
distribucién de fibras de NEI en el OVLT y que en el AVPV aproximadamente el 10% de las
neuronas que expresan GnRH-c-Fos reciben terminales del péptido (39). Asi como se
sospecha que la GnRH podria ser liberada en forma directa desde el OVLT, la presencia de
fibras de NEI en esta area haria pensar que este neuropéptido podria no sélo modular a la
GnRH sino también liberarse y ejercer una accion directa sobre la adenohipéfisis.

Por lo tanto, es posible que uno de los mecanismos por los que el hipo- y el hiperT
producirian alteraciones en el ciclo sexual de la rata hembra sea por cambios ejercidos
sobre la concentracion de NEI, modificando el accionar del péptido a nivel de la
modulacién de la neurona y de las fibras que expresan la GnRH, como de su propia sintesis
y liberacion. En el modelo hipoT el déficit de las THs a nivel hipotalamico en la rata
hembra debe ser estudiado ya que debido a la sensibilidad del mismo a los cambios
hormonales es posible que la induccién corta del hipoT ejerza efectos no so6lo sobre los
valores de los EG, de la TSH y reduccion de los valores circulantes de las THs, sino que
podria actuar a nivel central sobre la TRH y otros factores de liberaciéon como la GnRH y
sobre neuropéptidos como NEI. Seguramente la modificacion del patroén ciclico de los EG
influye en el efecto del hipoT sobre la concentracion de NEI. En el hiperT el exceso de THs
asi como la modificacién ciclica de los EG podrian ejercer modificaciones sobre la
concentracion y el mecanismo de accion de NEI en esta area.

En la rata macho eutiroidea la concentracién de NEI en esta area seria regulada de

manera diferencial en AM y PM, liberandose en PM hacia otras regiones hipotalamicas,
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probablemente para ejercer efectos sobre el comportamiento reproductivo; el déficit o el
exceso de las THs afectaria dicho patrén. La regulacion del AVPV es diferente en la
hembra y en el macho, en éstos recibe una intensa inervacién del MPN que se encuentra
altamente desarrollado y es el responsable de la correcta respuesta copulatoria, del SCN
que influye en la regulacién circadiana (141) e inervacion GABAérgica proveniente del
BNST (149). Las terminales que expresan el neuropéptido EI en el OVLT y en el AVPV
podrian estar reguladas por fibras provenientes del SCN lo que fundamentaria una posible
acumulacion del péptido en AM y su posterior liberaciéon en PM; el hipoT-7 y el hipoT-24
asi como el hiperT, reducirian la acumulacion del péptido en AM con la pérdida del patrén
circadiano observado en el grupo control. Considerando que a nivel hipotalamico también
exista, como a nivel de la corteza, un mecanismo de homeostasis ante el déficit periférico
de las THs, es posible que en el hipoT-7 el efecto sobre la concentracion de NEI sea

consecuencia de la accion ejercida por otras hormonas o neurotransmisores.

El POA es una region localizada en la parte rostral del hipotdlamo, subdividida en el
LPO y el MPA. Ambas subregiones han sido involucradas en el control del ciclo vigilia-
sueno (150-152) y en el control de la temperatura (150), el MPA interviene ademas en el
control de la reproduccién, la locomocién, el comportamiento sexual (153), el cuidado
materno y la agresion. En la rata macho se ha demostrado que el MPA interviene en el
comportamiento sexual y que esta accidén estd mediada por modificaciones en la actividad
de la DA, la 5-HT (154) y el glutamato (153). La presencia de fibras de NEI en el LPO y en el
MPA fue descripta por Bittencourt JC et al. en el afio 1992 (16). Respecto a la accién del
neuropéptido en esta area se ha demostrado que la inyeccion bilateral del mismo en el
MPA de la rata hembra estimula el comportamiento sexual pero sin modificar la actividad
de la DA ni de la 5-HT (35). Los resultados obtenidos en la rata hembra demuestran que en
condiciones de eutiroidismo la concentracién del péptido no se modifica durante el ciclo
estral, por lo que las variaciones ciclicas del estradiol y la progesterona no ejercerian un
efecto sobre la concentracién de NEI en esta drea. Attademo AM et al. demostraron que un
gran porcentaje de neuronas que expresan en esta area GnRH-c-Fos en el P-PM reciben
terminales del péptido, sin embargo es posible que la concentracion total de NEI en esta
area sea modificada ante estimulos especificos como por ejemplo la copula. El
enfrentamiento de la rata hembra con un macho a partir del P-PM y el andlisis de la
concentracion de NEI en dichas condiciones, asi como el de la DA, 5-HT, glutamato y la
relaciéon con los sistemas noradrenérgico y colinérgico, permitirian corroborar dicha
hipétesis. En el modelo hiperT la concentracién de NEI se mantuvo sin variaciones durante

el ciclo pero en el D, los valores fueron significativamente mayores respecto al control.
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Dicho incremento podria deberse a una acumulacion del péptido para luego ser liberado
hacia otras areas hipotalamicas, por ejemplo al Arc y la ME. El modelo hipoT si mostré un
patrén de variacién ciclica con valores maximos en el P-AM y en el E-AM pero sin
diferencias significativas respecto a los valores hallados en el control. Es posible que el
hipoT sensibilice en esta area la respuesta de NEI ante las variaciones de los EG pero, el
mecanismo por el cual esto se produciria deberia ser investigado en el futuro. La
disminuciéon de la concentracion de NEI en el P-PM podria deberse a la liberacion del
péptido hacia otras areas tales como el OVLT y el AVPV, mientras que su aumento en el E-
AM podria deberse a una acumulacién del mismo. La implicancia de dichos patrones en la
fisiopatogenia de las alteraciones a nivel reproductivo observadas en el hipo- e hiperT
deberan ser evaluadas en futuros experimentos.

Los resultados obtenidos en la rata macho eutiroidea mostraron que la concentraciéon
de NEI en el POA mantiene valores similares entre AM y PM, si se observaron cambios en
el hipoT e hiperT; en el hipoT hubo una reduccién de NEI en PM, mientras que en el
hiperT-4 se produjo un incremento de la misma en AM y una reduccién en PM que podria
deberse a la liberacion del péptido hacia otras areas como el Arc y la ME o a un aumento
en la degradacion del mismo. El hiperT-21 increment6 significativamente el niimero de
terminales que expresan el péptido tanto en el MPA como en el LPO induciendo un
remodelamiento de las mismas y en consecuencia aumentando el nimero de las sinapsis

en las que NEI estaria involucrado.

El Arc y la ME son dos areas hipotalamicas localizadas en la porciéon medial y ventral
del eje rostro caudal del encéfalo aproximadamente entre -1.80 mm a -3.48 mm del
Bregma (137). La ME constituye uno de los drganos circunventriculares, terminales
neuroendécrinas provenientes de distintas regiones del hipotdlamo llegan a la misma
distribuyéndose en forma diferencial en sus laminas interna y externa y sus productos son
liberados a la circulacién porta-hipofisaria para estimular a la adenohipéfisis (148, 155).
Las fibras que expresan NEI se encuentran en moderada densidad principalmente en su
lamina interna y en menor cantidad en la externa (16, 156). Attademo AM et al
demostraron en el afio 2006 que en la tarde del P las terminales localizadas en la lamina
externa se encuentran muy proximas a los vasos sanguineos, sugiriendo su liberacion
directa al sistema porta-hipofisario para estimular en la adenohipéfisis la liberaciéon de la
LH. Ademads, observaron una distribucién similar entre las fibras de NEI y las
varicosidades que expresan GnRH en dicha lamina, lo que indicaria la modulacién de las

mismas por parte del péptido (39).
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Por la ausencia de la barrera hemato-encefalica, tanto la ME como el Arc representan
sitios de interrelacién directa entre los 6rganos periféricos y el cerebro (157).

Respecto al Arc, este nucleo representa una regién heterogénea con expresion de
distintos neurotransmisores y neuropéptidos, en ella se localizan las neuronas
dopaminérgicas tuberoinfundibulares (TIDA) responsables del control neuroendécrino
inhibitorio de la secrecién de prolactina (158), neuronas que expresan neuropéptidos
involucrados en el control de la ingesta tales como el péptido similar a galanina (GALP,
galanin-like peptide), NPY, a-MSH y [-endorfina y otros como kispepsina que interviene
en la regulacion de la GnRH (159). En cuanto a las terminales se observa una intensa
distribuciéon de fibras gabaérgicas, colinérgicas, glutamatérgicas (157), serotoninérgicas
(160) y una moderada densidad de fibras que expresan el neuropéptido EI (16). En
relacién al eje HHG, se ha demostrado que interviene en la regulacion de la secrecion de la
GnRH, presenta una alta expresién de ER-a e indirectamente estaria involucrado en la
regulacion del comportamiento sexual (160).

Los resultados obtenidos en la rata hembra demuestran que esta area presenta, como
otras, un patrén de variacion ciclica de la concentraciéon de NEI con un incremento de la
misma en el E-AM. Dicho aumento podria deberse a una acumulacién del péptido, por
mayor liberacién desde sus sitios de sintesis (IHy, PLH y PeFLH) o proveniente de otras
regiones que intervienen en el control de la reproducciéon como el AVPV. Para poder
determinar si dicha acumulacién se produce a expensas de la ME, del Arc o de ambos, sera
necesario analizar cada area por separado en futuros experimentos. Tomando en
consideracion la accion de NEI en la estimulaciéon del pico de la LH, seria de esperar
mayor concentracién del mismo en la ME en el P-PM con una reduccién marcada en el E-
AM, por lo que es probable que el patron hallado en la presente tesis sea mayormente
dependiente del Arc. Estudios de este nucleo en el E-AM permitiran dilucidar cudl es la
accion de NEI en este momento del ciclo.

En el grupo hipoT se observé el mismo patrén que en el control que, por la
particularidad de la ME + Arc de carecer de barrera hemato-encefalica, es muy probable
que la deteccidn del déficit periférico de las THs asi como de los niveles circulantes del
estradiol y la progesterona, induzcan mecanismos de respuesta rapida que intenten
mantener la concentracion necesaria de NEI durante el ciclo.

En el modelo de hiperT se observé una mayor concentraciéon de NEI en el P, lo que
evidenciaria que ante el exceso de las THs en el SNC y en la circulaciéon, hay menor
capacidad para mantener regulado el sistema. La modificacién en el patrén normal de NEI
podria dar lugar a una estimulacién deficitaria de la adenohipéfisis y en consecuencia

generar un incremento deficiente de la LH en el P-PM. Esta interpretacién se apoya en los
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resultados publicados por Freeman M et al. en el afio 1976 que demostraron que la
induccidén del hiperT afecta el patrén normal de liberacion de la LH por disfuncién del Arc
y no del MPA o de la adenohipdfisis (161).

El Arc representa ademdas un area sexualmente dimorfica, en la rata hembra recibe
ocho veces mas terminales provenientes del AVPV que en el macho (141) y por el
contrario, en el macho hay mayor nimero de terminales serotoninérgicas (160). En la rata
macho en AM la menor concentracién de NEI se observé en el grupo hipoT-24, mientras
que la expresion del péptido en las terminales de la ME mostraron valores
significativamente mayores en el grupo hipoT respecto al control. Tal como fue expresado
previamente, cuando se analiza la concentracién de NEI en la ME + Arc, es necesario tener
en cuenta la implicancia de cada area en el resultado. En el horario PM, tanto el hipoT-7
como el hiperT mostraron una mayor concentraciéon de NEI, indicando que ante el déficit
periférico de las THs o de su exceso, se altera el normal funcionamiento de esta regién. La
implicancia de la accién del neuropéptido EI en la ME y en el Arc sobre la fisiologia
reproductiva y el comportamiento sexual deberan ser un punto a ser evaluado en el

futuro.

La regulacién de NEI por parte de las células de la glia en las distintas subregiones del
POA, en la ME y en el Arc debe ser tenida en cuenta, asi como la modificaciéon de la misma
en el hipo- y en el hiperT. Garcia Segura et al. publicaron hace unos afios una revisién en la
que se demuestra que estas células se encuentra involucradas en la regulacién de la
reproduccién y que son sensibles a los EG, interviniendo en la remodelacion transitoria de
la conectividad neuronal en areas hipotalamicas como el POA, el Arc y la ME entre otras
(162). Ademas, estas células presentan un papel clave para el mantenimiento de los
valores de la Tz a nivel del SNC respondiendo al déficit periférico de THs mediante la
conversion de T4 a T3 llevada a cabo por la deiodinas tipo II que se localiza en los tanicitos
ubicados al pie del 3v (163), lo que podria explicar que en la ME + Arc el patrdn ciclico de

NEI no haya sido afectado en el hipoT.

De las zonas hipotalamicas en las que se localizan las neuronas que producen NEI, el
[Hy representa una regién definida hace pocos afios como tal, siendo considerada
previamente como parte de la ZI. Sita LV et al en el afio 2007 la caracterizaron
anatémicamente como el drea comprendida en la unién del hipotalamo medial y la ZI a lo
largo del eje rostro caudal del cerebro (18) y quimicamente por la presencia del grupo de
neuronas Al3 y de MCH/NEI (16, 164). El limite rostral del IHy se encuentra

aproximadamente a -1.88 mm del Bregma coincidiendo parcialmente con la ZI rostral
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(ZIR) pero se extiende mas dorsal y caudalmente comparada con ésta. Las porciones
caudal y lateral de esta area coinciden en forma parcial con la ZI ventral (ZIV),
medialmente se extiende hasta el tercer ventriculo y termina caudalmente a -3.14 mm del
Bregma adyacente a la porcién ventral del tracto mamilotaldmico. La aplicaciéon de
trazadores anterégrados en las neuronas que expresan MCH/NEI localizadas en el [Hy
permitid a estos autores demostrar que la distribucidon de sus proyecciones difiere de las
de la ZI, definiendo tres vias: dorsal, ventral descendente y ventral ascendente. La via
dorsal se extiende desde el sitio de la inyeccién rostro-dorsalmente hacia los ntcleos del
tdlamo donde los axones se separan en dos componentes uno mayor y otro menor, las
fibras del mas denso proyectan hacia el nucleo precomisural, el nicleo de la comisura
posterior y el area hipotalamica posterior donde este grupo de fibras se retne con las de la
via ventral ascendente. En la via ventral ascendente se observan fibras alrededor del sitio
de la inyeccién que luego toman una direccién ventral y se separan en dos bandas a la
altura del férnix, una centro-medial que corre a través del borde de la porcion
magnocelular del PVH y a través de la regién sub-paraventricular de este nucleo y termina
en el Pe y otra, que para alcanzar el LHA toma un recorrido ventrolateral al férnix a través
del PeFLH donde se observa un moderado nimero de fibras y terminales. Luego los
axones atraviesan el hipotdlamo anterior y llegan al MPA, un moderado nimero se
distribuye en el AVPV y en el nicleo predptico mientras que pocas alcanzan el LPO,
algunas se encuentran en el nicleo supradpico y otras llegan al OVLT. Axones dispersos
alcanzan la porcion medial del BNST y la amigdala, pero la mayoria se extiende hasta la
porcion intermedia del ntcleo lateral septal. Una escasa cantidad de fibras inervan el
hipocampo y la corteza. En la via descendente ventral un masivo numero de fibras
desciende ventralmente a través de la region periventricular del hipotdlamo enviando
algunas proyecciones al Pe e hipotdlamo medial, donde se observa una regién con
moderada cantidad entre los nucleos dorso- y ventromedial. Desde la parte periventricular
de esta via se generan las terminales que se observan en el area hipotalamica dorsal e
ingresan al area hipotalamica posterior. El area hipotaldmica posterior recibe una densa
cantidad de botones terminales y axones provenientes de las vias dorsal y descendente
ventral. Esta via genera una inervacién difusa de los nucleos mamilares e intensa de la
sustancia gris periacueductal y alcanzan algunos nucleos 6culo-motores y el VTA. Respecto
a la presencia de proyecciones contralaterales, la interaccion mas importante es la
observada entre ambas IHy, donde fibras marcadas cruzan la linea media a nivel del sitio
de la inyeccidn para alcanzar la region contralateral (ver Fig. 45) (18).

El estudio de las proyecciones de la ZI demuestra un patrén de distribucion

principalmente lateral, diferente al de las fibras del [Hy. Por lo tanto este area forma parte
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del hipotdlamo medial y posiblemente esté involucrada en la regulaciéon de funciones
neuroenddcrinas como la reproduccion y de comportamientos motivados como el sexual
(18).

Los resultados obtenidos en la presente tesis demuestran que en el IHy Ila
concentracion de NEI no varia durante el ciclo estral en el grupo control, no habiendo una
correlacion entre las fluctuaciones en los niveles séricos del estradiol, 1a progesterona y la

LH observadas durante el ciclo y los valores de NEI en esta region.
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Fig. 45. Representacion esquemdtica de la distribucion de las proyecciones de MCH/NEI provenientes del IHy en
un mapa plano del cerebro de la rata. AVPe: niicleo antero-ventroperiventricular, CG: protuberancia, DH: drea
hipotaldmica central, ME: eminencia media, MH: hipotdlamo medial, MLN: niicleo medial del talamo, MPT: niicleo
medial pretectal, PAG: sustancia gris periacueductal, PCom: niicleo de la comisura posterior, PH: niicleo
hipotaldmico posterior, PMD: niicleo dorsal premamilar, PPTg: niicleo tegmental pedunculopontino, PrC: nicleo
precomisural, PV: niicleo paraventricular del tdlamo, Re: niicleo reuniens, VMPO: niicleo predptico ventromedial,

VOLT: érgano vasculoso de la I[dmina terminal. Tomado de Sita LV et al. 2007 (18).

Es posible que la regulacidn ejercida por los EG sobre el neuropéptido EI se produzca
en las terminales provenientes de esta area, por ejemplo las que proyectan al AVPV y la
ME, no habiendo una accién directa sobre los somas. Mayor concentracién de NEI fue

observada en el hipoT-D;-AM respecto al control que podria ser consecuencia de la
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activacion del mecanismo de homeostasis central de las THs (deteccion del déficit
periférico de las THs, aumento de la conversion de T4 a T3 a nivel central e incremento
compensatorio de la T3), lo que induciria una mayor sintesis de NEI y acumulacién del
mismo en esta drea. Aunque por supuesto la ocurrencia de dicho mecanismo en las
distintas areas hipotaldmicas y en la rata hembra debe ser comprobado. En el modelo
hiperT también se observé un aumento de la concentraciéon de NEI en el D, y en el P-AM,
que podria deberse al exceso de T3 a nivel central como consecuencia de la administraciéon
periférica de la L-Ts. Por lo tanto, se puede inferir que las THs inducirian en el IHy una
mayor sintesis del neuropéptido EIL

El andlisis de la expresiéon de NEI en el IHy de las ratas macho, demuestra que en la
porcién rostral de esta area el hipoT induce un aumento del contenido del péptido tanto a
nivel de los somas como de sus fibras, mientras que dicho patréon no se observa en la
porcién caudal. Este incremento podria deberse a una mayor acumulacién del péptido
ante la deteccidén de un déficit en la concentracion de las THs. Por otro lado, la induccién
prolongada del hiperT estimularia un mecanismo de homeostasis que no influye sobre la
sintesis de NEI sino que intervendria a nivel de las prolongaciones dendriticas induciendo
un remodelado de las mismas en esta area y por lo tanto un cambio en la interaccién de las
terminales de NEI con otros somas, como por ejemplo los dopaminérgicos. En este trabajo
se demuestra por primera vez la presencia de puntos de contacto entre los somas y
terminales que expresan el péptido y los de TH y que dicha relacién se modifica ante la
induccién prolongada del hiperT (Fig. 46). Futuros experimentos permitiran dilucidar la
importancia de dicha relacién determinando la existencia o no de un mecanismo de
regulacion mutua entre ambos sistemas y la implicancia del mismo en el control
neuroendécrino de la reproduccion e incluso del comportamiento. Caudalmente, se
observo una disminucion en la expresién de la TH que indicaria que tanto el déficit como
el exceso de THs regulan estas fibras, posiblemente aumentando la liberaciéon de DA desde

estas terminales y disminuyendo su transporte en el hipoT.

81



control e hipoT hiperT

Fig. 46. Representacion esquemdtica de la

: ? relacion entre TH y NEI en el IHy rostral. El
hiperT reduce el niimero de botones que
expresan NEI (verde)/soma TH-ir (rojo),
mientras que induce el efecto opuesto en la

cuantificacién del niumero de botones TH-

ir/soma NEI-ir. Ademds, en el hiperT se reduce

& P el numero de contactos entre las varicosidades
de NEI y las dopaminérgicas. A y B. promedio
de varicosidades NEI-ir/soma TH-ir en los
todos los grupos; Cy D. promedio de botones
TH-ir/soma NEI-ir en todos los grupos; E y F.

niimero total de interacciones terminal NEI-ir

E “ “ F (verde) /Terminal TH-ir (rojo).
o® g9 o0
O O®

El PeFLH es una regién hipotalamica amplia y heterogénea que se extiende desde -2.16
mm a -3.96 mm de distancia al Bregma en el eje rostro-caudal del encéfalo de la rata (137),
se encuentra rodeando al fornix y entre los -2.64 mm a -3.60 mm contiene al PeF. Las
neuronas que se distribuyen en esta regién expresan distintos neurotransmisores y
neuropéptidos tales como: glutamato (165), GABA (166), MCH y NEI (16), orexina e
hipocretina (167) y en humanos también se demostraron neuronas que expresan TRH
(75). Esta area se encuentra involucrada en funciones tales como el control de la ingesta
(52), locomocion (168), regulacion cardiovascular (169) y control del ciclo vigilia/suefio
(170). Acorde a la bibliografia consultada para la presente tesis, la relacién del PeFLH con
el comportamiento sexual y el ciclo estral atin no ha sido estudiada.

Los resultados obtenidos en los machos permiten observar que en esta area la
concentracion y la expresion de NEI responden al déficit o al exceso de las THs mediante
un mecanismo regulatorio complejo. Ante el déficit de T3z en el hipoT-21 se produce una
reduccidn significativa de la concentracion del péptido en el PeFLH y de la expresion del
mismo en el PeF, lo que podria indicar que la sintesis y el clivaje del péptido son sensibles
a la reduccion de los niveles de Tz en esta area. Sin embargo, en el hiperT-4 no se
observaron cambios respecto al control, lo que podria sefialar que el exceso de THs por un
periodo corto no afecta la sintesis de NEI. La concentracién de NEI no se modificé en el
hiperT-21 pero, en este mismo grupo se observa una reduccién en la expresién del mismo
en el PeF. Por lo que se puede pensar que, aunque mediante mecanismos diferentes, tanto

el exceso como el déficit prolongado de las THs inducen en esta area una disminuci6n de la
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expresion del péptido ya sea por afectacidn de su sintesis y/o de su clivaje. Por otro lado,
el hiperT-21 también podria producir en el resto del PeFLH aumento del nimero de
terminales y de sinapsis en las que NEI estd involucrado para mantener el correcto
funcionamiento del péptido en esta area. Estudios de la expresion del ARNm de pp-MCH y
de la expresion de la proteina PC2 (que es la enzima limitante en la produccién de NEI
maduro) y su posible modificacion en el hipoT e hiperT podrian responder a estos
interrogantes.

El déficit de T3 también indujo en esta drea una disminucién en la expresiéon de TH y
GAD-67 y no se observaron cambios en la misma en el hiperT. Por lo que las terminales de
TH y de GAD-67 en el PeF serian sensibles al hipoT pero no al hiperT prolongado. La
funcion de NEI en esta area debera ser estudiada ya que puede estar relacionada a la
regulacion de la locomocion, al control del ciclo vigilia/suefio e incluso al comportamiento
sexual en los machos.

En las hembras eutiroideas se observé un patron de variacion ciclica de la
concentraciéon de NEI cuyo incremento en el P-PM coincide con el aumento de la
progesterona y de la LH observadas en este momento del ciclo. Este patrén se vio alterado
tanto en el hipo- como en el hiperT donde no se hallé una inhibicién de la ciclicidad sino
un cambio de la misma. En las hembras, el PeFLH seria un area sensible a las variaciones
del estradiol y la progesterona observadas durante el ciclo estral. Debido a que esta area
interviene en comportamientos complejos, es posible que en el caso de la hembra se
encuentre también involucrado en regulacién del comportamiento sexual. Gonzalez MI et
al. demostraron que NEI induce un aumento de la receptividad sexual en la rata hembra
cuando se lo inyecta en el MPA (35), otros autores observaron que el MPA envia
proyecciones a esta area (171), por lo que el MPA y el PeFLH podrian constituir dos
regiones que regulen este comportamiento en forma conjunta.

De las areas hipotalamicas donde se localizan los somas que producen NEI/MCH, el
PeFLH es la Uinica que presenta una variacion ciclica de la concentracién del péptido; otros
autores han demostrado que las neuronas ocitocinérgicas localizadas en esta area son
sensibles a los estrogenos (172), lo que apoyaria la sensibilidad de esta area a los EG y la
variacién de NEI en relacion a los niveles de los mismos. Posiblemente la inyecciéon de NEI
en esta region y la posterior evaluacion del comportamiento sexual de la rata hembra o el
estudio de la relacion de la expresion de este neuropéptido con las neuronas
ocitocinérgicas, los ER y los receptores de progesterona durante el ciclo en hembras
eutiroideas, podrian demostrar la implicancia de la variabilidad en la concentracién de

NEI en esta area. La induccion del hipoT y del hiperT podria evidenciar cémo la accién del
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péptido puede alterarse ante las modificaciones en los niveles circulantes del estradiol y la

progesterona observados en estas patologias.

El PLH es la region mas amplia del hipotdlamo, se extiende desde aproximadamente -
1.20 mm a -4.56 mm de distancia al Bregma en eje rostro-caudal del encéfalo (135),
localizada entre la capsula interna y el férnix (156). Es de estructura y funcionalidad
compleja debido a la gran heterogeneidad de las neuronas que la componen, ademds de
estar atravesada por el haz medial del cerebro anterior (MFB, medial forebrain bundle).
Inicialmente el estudio de sus funciones se realizé mediante experimentos clasicos donde
se evaluaba la lesidn de la misma y sus consecuencias; por ejemplo en humanos, el analisis
de pacientes con encefalitis letargica permitié demostrar que las estructuras del PLH son
necesarias para mantener la fase de vigilia (173). Esta area interviene en la regulacion de
comportamientos complejos, participando en el procesamiento de la informacién
sensorial y en la modulacidn de las respuestas motoras asociadas con el hambre, la sed, la
agresion y la reproduccion (174, 175). En esta region los somas neuronales que expresan
NEI han sido muy estudiados en relacidn a la implicancia de la MCH en el control de la
ingesta (45, 46, 53) y en la regulacidon del ciclo vigilia/suefo (44). Respecto a este ultimo
punto, se ha sefialado que durante el periodo de suefio estos somas estan activos mientras
que en la vigilia se encuentran en reposo (44). Estudios llevados a cabo por el grupo del
Dr. Nahon JL demostraron que las neuronas responsables de la sintesis de NEI se
encuentran reguladas por distintos neurotransmisores y neuromoduladores tales como la
DA, la NA, la ACh y la 5-HT (46, 53). También se ha demostrado su modulacién por el
GABA y el glutamato (176). En el andlisis del patrén circadiano de la expresion del gen de
pp-MCH en el hipotdlamo de ratén (12/12-h ciclo luz/oscuridad) Stiz AM et al
demostraron que en el periodo de luz sus valores se mantienen estables mientras que
aumentan en la fase de oscuridad, entre las 22 y las 10 h (20). Este antecedente apoyaria
los resultados observados en el RIA de los machos donde no se encontraron diferencias
entre AM y PM en la concentracion de NEI. Sin embargo, 1a expresidon celular del péptido se
modificé en forma diferencial en las subregiones de donde fueron adquiridas las imagenes,
indicando que debido a la amplitud de esta area, las células de NEI localizadas en distintos
sitios de la misma reciben diferentes inputs y que a su vez éstos serian afectados por el
hipo- y/o el hiperT, tal como se observo en el caso de la TH. Resultados publicados por el
grupo del Dr. Nillni EA demostraron que la induccién del hipotiroidismo por 21 dias
genera un aumento de la expresion de la pro-TRH, la PC 1/3 y de la PC2 en el LHA, sin
modificaciéon en el nimero de las neuronas que colocalizan para la pro-TRH y la PC2,

mientras que si aumenta la colocacién de la prohormona con la PC 1/3 (177). Este
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incremento en la expresion de la PC2 podria estar relacionado al aumento en la expresion
de NEI observado en el hipoT en el PLH(z). Como fue mencionado anteriormente, la PC2 es
la enzima limitante en la generaciéon de NEI maduro, por lo que la confirmacién de su
aumento en los somas que expresan el péptido seria un indicador del mayor clivaje del
mismo. El andlisis de la colocalizacién de NEI y de la PC2 y su modificacién con el hipoT y
el hiperT podrian corroborar esta hipétesis.

La expresion de la GAD-67 fue estudiada en esta region esperando encontrar
colocalizacion entre el neuropéptido EI y esta enzima. Trabajos de otros autores han
demostrado mediante estudios de hibridizacién in situ que aproximadamente el 87 % de
las neuronas del [Hy y del LHA co-expresan el ARNm de pp-MCH junto con el de GAD-67
(178); sin embargo, la expresiéon conjunta de esta enzima y el neuropéptido EI no habia
sido comprobada previamente. En el presente trabajo se pudo demostrar que la GAD-67 y
NEI se encuentran en grupos neuronales diferentes y que la proximidad de botones
GABAérgicos cercanos o en contacto con los somas y las fibras que expresan el péptido
sefalaria a los inputs GABAérgicos que intervienen en la regulaciéon de estos somas.
También es posible que en estas células haya una traduccion débil del ARNm de GAD-67 o
que una vez producida haya una gran liberaciéon de la misma por lo que no pudo ser
detectada en la IF.

Un trabajo publicado recientemente ha demostrado que la TRH tiene una accion
inhibitoria sobre la célula que expresa MCH/NEI induciendo la hiperpolarizacién del
potencial de membrana en reposo a través de la estimulaciéon de las neuronas y de las
terminales GABAérgicas que inervan estos somas (179); sin embargo, la accion directa de
la TRH no ha sido evaluada. En el presente trabajo se demuestra por primera vez la
presencia del TRH-R1 en la célula de MCH/NEI lo que indica que la TRH también ejerceria
una accién directa sobre estas neuronas y no s6lo por intermedio de las terminales
GABAérgicas presinapticas. La TRH ademas de su funciéon hipofisotroéfica interviene en la
regulacion de comportamientos complejos como la alimentacién y la regulacion del ciclo
vigilia-suefo, por lo que el efecto de su accién sobre estos somas deberia ser evaluada
junto al analisis de dichos comportamientos.

En las hembras la concentracién de NEI se mantuvo estable durante el ciclo en todos
los grupos pero, los valores obtenidos en el hipoT fueron aproximadamente un 50% mas
bajos. Es importante tener en cuenta dos puntos para el andlisis de estos resultados, por
un lado, aparentemente la regulaciéon de NEI en el PLH es diferente en el macho y en la
hembra y por otro, el hipotiroidismo inducido por un periodo corto en esta ultima fue
suficiente para provocar modificaciones en la concentracién de NEI. Si bien no ha sido bien

definida la inervacién del PLH por parte de las fibras hipofisotréficas de la TRH
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provenientes del PVH (70), es posible que proyecciones provenientes del PVH también
ejerzan una accién sobre los somas de NEI, inhibiendo su sintesis y clivaje en el hipoT

durante los dias de mayor variabilidad ciclica en los EG.

Por ultimo, es necesario incluir el analisis de la PLHLatSubl que corresponde a la region
mas dorsolateral del LHA con presencia de células NEI-ir aproximadamente a -2.76 mm
del Bregma. Se encuentra limitada dorsalmente por la ZI, lateralmente por la capsula
interna, ventralmente por la PLH y medialmente por el ntcleo subincerto (Subl), no ha
sido descripta previamente separada de la PLH ni tampoco del [Hy (Fig. 47). En base a lo
publicado por Sita LV et al. el IHy presenta una localizacién mas medial (18) lo que
colaboraria en la determinacién de esta area como una entidad separada del IHy. Respecto
al PLH, la PLHLatSubl se encuentra localizada en su porcion dorsolateral donde la
disposicién anatémica de los somas de NEI (oblicuos al eje longitudinal del encéfalo) sigue
la direccién de las fibras dopaminérgicas observandose en esta regién una intensa
distribucién de las mismas y relacién con los somas que expresan el péptido, mientras que
en el resto del PLH la disposiciéon de las neuronas que expresan NEI es mas versatil y su
relacion con las fibras de TH es erratica y menos densa.

Fig. 47. Representacion
esquemdtica de la localizacion
anatémica de la PLHLatSubl en
una imagen de IF adquirida
aproximadamente a -2.76 mm de
distancia al Bregma. En verde se

observan las neuronas que expresan

NEI Imagen adquirida a 10x.

Los limites anatomicos exactos y las proyecciones de esta area hacia las diferentes
regiones del hipotdlamo y el resto del SNC deben ser estudiadas en futuros experimentos;
la inyeccién de marcadores anterdgrados y retrogrados permitird determinar su relacién
con las demas regiones y confirmar o descartar su pertenencia al IHy o al PLH. Muy
posiblemente, por su localizacién en la interseccion entre el hipotdlamo y el tdlamo y a
nivel hipotalamico entre el [Hy y el PLH, represente una region integradora.

En cuanto al hipo- e hiperT, si bien la expresion de NEI no se modificé en esta area, la

marca de las fibras dopaminérgicas fue menor en el hipoT, mientras que en el hiperT hubo
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un aumento del nimero de botones de TH/soma NEI-ir. Estos resultados indican que el
sistema dopaminérgico seria afectado por el déficit o exceso de las THs. En el hiperT se
observo que el nimero de botones dopaminérgicos/soma NEI-ir present6 un incremento,
siendo ésta otra de las areas en las que el hiperT prolongado induciria un remodelado en
las terminales y una modificacién de la relaciéon de NEI con el sistema dopaminérgico tal

como fue demostrado en el [Hy rostral.

El presente trabajo demuestra que el neuropéptido EI es regulado de manera compleja
en el hipotdlamo de la rata. Las distintas areas donde NEI fue analizado representan
regiones principalmente relacionadas al control de la reproduccién y de comportamientos
tales como el sexual, el control del ciclo vigilia/suefio, la locomocién y la ingesta, entre
otros. Ademas, la mayoria de estas regiones se encuentran interconectadas siendo la
regulacion de dichas funciones ain mas compleja. Otro aspecto importante es que la
regulacion del péptido es diferente en el macho y en la hembra y que la variacién ciclica de
los EG y la sensibilidad a los mismos en el hipotdlamo femenino es fundamentalmente la
razon de la misma; teniendo también en consideracion la presencia de areas sexualmente
dimorficas en cada uno. En este trabajo se realizé el analisis de las funciones especificas
que NEI podria cumplir en cada una de estas areas y cdmo podria estar regulado en
condiciones de eutiroidismo tanto en el macho como en la hembra (Fig. 48 y 49
respectivamente). La induccién del hipo- y del hiperT permitieron demostrar que tanto el
déficit como el exceso de las THs afecta el patrén normal de NEI para cada area
hipotalamica y segin se trate del macho o la hembra; describiéndose los posibles
mecanismos por los que ambas disfunciones ejercerian efectos sobre NEI, asi como las

posibles consecuencias sobre las acciones en las que el péptido interviene (Fig. 50 y 51).
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Las fibras y los somas que expresan NEI presentan una distribucién muy amplia y una
intensa relacidén con otros tipos celulares, neuropéptidos y neurotransmisores. En este
trabajo se ha demostrado la estrecha relacién de NEI con el sistema dopaminérgico en el
[Hy y en la PLHLatSubl y la modificaciéon de la misma secundaria a la induccion del hiperT.
Larelacion de NEI con el sistema dopaminérgico ha sido demostrada ampliamente, ya sea
a nivel de la accion conjunta en la mediacién de ciertos comportamientos (31, 32), como
por la presencia de los receptores dopaminérgicos sobre los somas que expresan
NEI/MCH, asi como su accién sobre éstos (46, 53). La DA interviene en la regulacién de
funciones complejas como la cognicién, la emocién, la percepcidn, la motivacién y la
regulacion del suefio. La disfuncién del sistema dopaminérgico se relaciona a alteraciones
en el comportamiento tales como ansiedad, depresion mayor y comportamientos
compulsivos (180-182) y disfuncién sexual (183). Por lo tanto, la relaciéon de NEI y del
sistema dopaminérgico respecto a la afectacion de comportamientos complejos
observados en el hipo- y en el hipertiroisdismo, como el sexual, la depresion, la ansiedad
entre otros, deberan ser motivo de futuros estudios. Pudiendo ser el neuropéptido EI uno
de los puntos a tener en cuenta en la fisiopatogenia de estos trastornos asi como un

posible tratamiento de los mismos.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este trabajo de tesis permitieron profundizar en la
relacién entre NEI y el eje HHT, determinando posibles efectos regulatorios de las THs
sobre la concentracion del péptido y correlacionar los hallazgos principalmente con las

alteraciones que a nivel del eje HHG se producen en las patologias tiroideas.

Se pudo determinar que las diferencias en el control hipotaldmico y hormonal de la

reproduccién en machos y hembras influye en la regulacién de NEI.

Se demuestra que tanto el déficit como el exceso de las THs son capaces de modificar la
concentraciéon del péptido en distintas areas hipotalamicas y que posiblemente los
cambios en la concentracion de NEI sean mediados en forma directa por los componentes
del eje HHT tales como las THs y la TRH o, indirecta a través de los EG y de otros

neuropéptidos y neurotransmisores como la DA y el GABA.

La importancia de estos resultados reside en que posiblemente las alteraciones en la
reproduccién y a nivel del comportamiento observadas en el hipo- y en el hipertiroidismo
puedan ser mediadas por modificaciones en la sintesis, clivaje, liberaciéon y/o degradacién

de NEI y de su interaccidn con otras moléculas en el SNC.
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