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Resumen

Nuestro proyecto consistido en tratar de determinar si y a qué dosis el TRH
(inyectado intraperitonealmente) era capaz de revertir la narcosis inducida por
el etanol inyectado previamente de la misma manera en ratas adultas jovenes
de la cepa Wistar. Trabajamos con 12 ratas y las dividimos en cuatro grupos
diferentes. A cada grupo se le asignd previamente una dosis diferente de TRH,
clasificando a los grupos por grupo control, dosis baja, media y alta. Se inyectd
a las ratas con una dosis de etanol establecida y mas adelante con cada dosis de
TRH correspondiente, observandolas y anotando los tiempos del despertar.
Posteriormente se hizo un andlisis estadistico para determinar si hubo efecto
del TRH sobre las ratas, si se revirtio la narcosis y si los resultados entre grupos
eran significativamente diferentes. Al finalizar el proyecto y con los resultados
obtenidos se pudo determinar que con la dosis de 30 mg/kg se revierte la
narcosis por etanol en la rata. Los resultados pueden ser utilizados mas
adelante para la creacidon de un farmaco de uso humano que revierta la
narcosis inducida por alcohol.

Marco Teorico

Las funciones del sistema nervioso se sustentan en la actividad de neuronas que se
comunican entre si a través de neurotransmisores. Las neuronas son las células del
sistema nervioso encargadas de enviar rapidamente informacion de una parte de
nuestro cerebro a otra; son las células responsables de generar nuestras emociones,
movimientos, entre otros. Los neurotransmisores son sintetizados y liberados por las
neuronas y afectan a otras neuronas porque interaccionan con receptores localizados
en la superficie celular. La actividad del sistema nervioso se sustenta en parte sobre el
balance de neurotransmisores estimuladores (glutamato) y neurotransmisores
inhibitorios (GABA - 4cido gama amino butirico). La actividad de estos
neurotransmisores es modulada por una amplia gama de neuromoduladores (1). El
etanol tiene multiples efectos sobre el sistema nervioso, entre ellos, estimulante a



bajas dosis y narcético a dosis mayores. Algunos de estos efectos se deben a una
interaccion del alcohol con los sistemas de neurotransmisores; en particular afecta la
comunicacion por el glutamato y el GABA (2). Otro neurotransmisor es la hormona
liberada tirotropina (TRH), un péptido que tiene efectos sobre el sistema endocrino asi
como efectos homeostaticos en el sistema nervioso central. Uno de los multiples
efectos de la inyeccion del TRH es el de inducir el despertar después de una
intoxicacidon con etanol. Este efecto se puede observar después de una inyeccién
intraperitoneal o intracerebral del TRH (3).

Antecedentes

Algunos estudios clinicos han examinado los posibles efectos terapéuticos del TRH. El
neurotransmisor generd una respuesta antidepresiva al administrarse a pacientes con
depresion, sin embargo los resultados no son consistentes y por ello todavia se duda
sobre el efecto real del péptido en el tratamiento contra la depresién. Otros estudios
también se han llevado a cabo para ver si el TRH puede ser utilizado en el control de
convulsiones en los humanos, pero los resultados son de igual manera inconclusos
debido al dificil control del péptido por su corta vida de plasma. Sin embargo, si se ha
obtenido informacidn benéfica sobre el control de espasmos infantiles, el sindrome de
Lennox-Gaston en nifios y convulsiones parciales (4).

En el laboratorio de Neurobiologia del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, los
investigadores se cuestionaron si incrementar la cantidad enddgena del TRH en el
medio extracelular del cerebro es suficiente para inducir el despertar de la narcosis.
Esto es, se desea saber si el TRH es naturalmente capaz de inducir el despertar. Para
manipular los niveles endégenos del TRH, se pretende aprovecharse de la existencia de
inhibidores de la enzima que inactiva al TRH en el medio extracelular (5). Se supone
que al inhibirse esta enzima se incrementaran los niveles del TRH enddgeno en el
medio extracelular del cerebro y que se obtendra un efecto similar al de inyectar TRH
exogeno.

Hipotesis
El inyectar intraperitonealmente TRH revierte los efectos de la narcosis producida por
la inyeccidn de etanol en ratas adultas jovenes.

Objetivo

Determinar si y a qué dosis el TRH (inyectado intraperitonealmente) es capaz de
revertir la narcosis inducida por el etanol inyectado previamente de la misma manera
en ratas adultas jovenes de la cepa Wistar mantenidas en el bioterio del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.

Metodologia
Localidad: Se asistio al Bioterio del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.



Materiales y Equipo: 12 ratas, etanol puro, péptido TRH disuelto en solucién salina,
jeringas, jaulas, videograbadora. (Ver Fig. 1 para observar los pasos claves para la
realizacidn del experimento (desarrollo experimental) que se explican a continuacidn).

1. Se dividid a los animales en cuatro grupos de tres ratas (jévenes) cada uno.

2. El primer grupo fue el grupo control. A éstos animales se les inyectd
(intraperitonealmente) con una dosis de etanol (2 g/kg de peso) y 20 min.
después se les inyectd una solucion salina.

3. Al segundo grupo se les inyecté (intraperitonealmente) una dosis de etanol (2
(g/kg de peso) y 20 min. después se les inyectd con una dosis baja de TRH (3
mg/kg de peso) disuelta en solucidn salina.

4. Al tercer grupo se les inyecté (intraperitonealmente) una dosis de etanol (2
g/kg de peso) y 20 min. después se les inyecté con una dosis mediana de TRH
(10 mg/kg de peso) disuelta en solucidn salina.

5. Al cuarto grupo se les inyectd (intraperitonealmente) una dosis de etanol (2
g/kg de peso) y 20 min. después se les inyectd con una dosis alta de TRH (30
mg/kg de peso) disuelta en solucion salina.

Para evitar que la diferencia de tiempo afectara a las ratas de los diferentes grupos, las
pruebas se hicieron de la siguiente manera:
Primero a una rata del grupo 1, después a otro del grupo 2, seguido por una del
grupo 3, y al final uno del grupo 4.
(Este procedimiento se repitié dos veces mas, hasta que todas las ratas fueron
inyectadas con etanol y TRH disuelto en solucién salina.)

En todos los casos, se midid el tiempo entre la inyeccién del etanol y el momento del
despertar, es decir, que lograron sostenerse sobre sus cuatro patas durante 30
segundos.

Se grabd con una videograbadora el comportamiento de las ratas antes y después de
las inyecciones para un mejor control de los tiempos en caso de alguna duda. Los
resultados se anotaron en una bitacora.

Analisis y comparacion de resultados:

1. Se comparo el resultado de los diferentes grupos de ratas, ya que se registraron
todos los resultados en la bitacora.

2. Se realizé un andlisis estadistico para determinar si hubo un efecto del TRH
sobre las ratas y a que dosis. Para esto se calculd la desviacion estandar y se
observé si hubo un cambio significativo.

3. Se realizaron los cdlculos de la prueba t para determinar si existen diferencias
significativas entre los grupos. El propdsito de la prueba fue analizar si el
promedio de la muestra de una sola poblacién era diferente a un valor
esperado E. (6). El valor esperado E se determind de acuerdo a la
incertidumbre que se desed permitir, el cual fue 5 % en este caso.



Variables:
Independientes:
Dosis de etanol (2 g/kg de peso)

Dosis de TRH (3 mg/kg, 6 10 mg/kg 6 30 mg/kg de peso)

Dependientes:
Tiempo que tardan las ratas en despertar
Comportamiento de las ratas al despertar

Desarrollo Experimental

20 mins. después
Inyeccion de
solucién salina.
E
CONTROL - Y_/
"etanol. Se midi6 el tiempo para despertar
20 mins. después
— y el comportamiento de las ratas.
nyeccion de
TRH.
DOSIS BAJA )
DE TRH
(3mg/kg).
20 mins. después
Inyeccion de
DOSIS TliH.
MED%;;ﬁA DE
(10mg/kg).
20 mins. después
"TRH.
DOSIS ALTA T
DE TRH »<DESPERTAR
(30mg/ke). %_)

Se determind que el tiempo del
despertar disminuye al aumentar la
dosis de TRH.

Figura 1 — Pasos seguidos a lo largo del experimento.



Procedimiento de la inyeccidn y el despertar

1. Secolocaalarataen lajaula. 2. Larata se acostumbra a la jaula.

3. Se inyect6 el etanol y 4. Larata se queda dormida vy llega a
posteriormente la dosis de TRH. la narcosis.

5. Después de un tiempo (dependiendo de cada dosis de TRH) la rata
se despierta; contandolo desde que se puede sostener en sus cuatro
patas por 30 segundos



Resultados y Analisis de datos

Al finalizar el experimento siguiendo
cada paso indicado en la metodologia
(Fig. 1) se revis6 el Vvideo
detalladamente para obtener los
tiempos exactos de la duracién de la
narcosis y observar el
comportamiento de las ratas. Los
datos para cada rata se vaciaron en
una tabla y con ellos se calcularon la
media del tiempo del despertar, la
desviacion estandar y la prueba t. A
primera instancia se pudo observar
(en la columna de duracién de la
anestesia en minutos en la Tabla 1)
gue hubo una reduccion notoria en la
duracion de la narcosis comparando
el grupo control (que sdélo fue
inyectado con solucién salina) y el
grupo n.4 (inyectado con la mayor
dosis de TRH).

Los calculos (ver Anexo 1)
comenzaron con obtener la media del
tiempo de despertar para cada grupo
de ratas (esto es, la suma de los
tiempos del despertar dividida entre
el nimero de ratas por grupo). Con
estos datos se prosiguié a obtener la
desviacion  estdndar por grupo
utilizando la siguiente férmula:

(Los datos de la media de cada grupo
con su desviacion estandar se
observan en la Figura 2 y en la Tabla
2).

Peso ziminu:us Duracidn de la
(#rata) | (o i me anestesia
Kixiciin {minutos)

1 271 109
Solucién

2 266 | salina al 106

3 314 9.4% 158

2 s i

5 | 25 | solucion 108

salina

7 304 46
TRH en
solucién

8 et salina =

(10 mg/kg)

9 285 43

10 245 33
| TRH %n
solucion

11 | =2 salina =

(30 mg/kg)
12 297 31

Tabla 1 - Compilacién de resultados para cada variable tomada en
cuenta durante el experimento.
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Figura 2 - En la siguiente grafica se muestra la media de cada grupo y su desviacion estandar

Dosis de TRH inyectada (mg/kg) s Significancia estadistica
0 124.3 (+-) 29.2 a
3 84.7 (+-) 31.4 a/b
10 53.3 (+) 15.4 b
30 31.3(+-) 1.52 C

Tabla 2 - Compilacién de resultados del andlisis estadistico para cada grupo de ratas.

Las letras, en este caso, muestran la relacidn entre los grupos. Aquellas que se repiten indican que
esos dos grupos no muestran una diferencia significativa entre sus medias del tiempo del

despertar.

Por ultimo, se llevé a cabo la prueba t (que sirve para comprobar si la media individual
de una poblacién es diferente a un valor esperado (6)), para comparar los diferentes
grupos y determinar si los resultados eran significativamente diferentes. Para cada
comparacion entre grupos, se obtuvo primero el error estandar entre ellos. Para
determinar si las medias de los grupos comparados son significativamente diferentes,
el resultado de la t debe ser mayor que la “t” estdndar. Este valor esperado se
determina al escoger el nivel de confianza deseado. Nosotros escogimos tener un 95%
de confianza en los resultados, por lo tanto permitiriamos un margen de error del 5%.




Este valor conocido como la “t” estandar es de 2.776 de acuerdo al nivel de confianza
escogido.

Primero, obtuvimos que en la comparacion de grupos todos son significativamente
diferentes en relacidn al grupo control (grupo 1) excepto el grupo 2 (3 mg/kg de TRH)
(En la Fig. 2 se puede observar que las desviaciones se sobreponen). Por lo tanto, para
los otros grupos en los cuales el valor de la t fue mayor que la “t” estandar, se rechazé
la hipdtesis nula (la cual indicaba que no eran resultados significativamente
diferentes).

De igual manera, la t de la comparacién de los grupos 1 & 3 (10 mg/kg de TRH) es
menor que la t de los grupos 1 & 4 (30 mg/kg de TRH), lo que indica que existe una
mayor diferencia significativa al aumentar la dosis de TRH en este caso. Con estos
resultados vemos que al aumentar la dosis de 3 mg/kg a 30 mg/kg si hay un cambio
significativo, por lo que aumentando la dosis de TRH si se reduce el tiempo de la
narcosis.

Sin embargo, debido a que las comparaciones de los grupos 1 & 2,2 & 3y 3 & 4 no son
significativamente diferentes, no pudimos determinar exactamente a qué dosis el TRH
ya sirve para revertir la narcosis; cosa que nos habiamos propuesto hacer al principio
del proyecto. Lo que si se determind en relacion a nuestros objetivos fue que al utilizar
la dosis de 30 mg/kg si hay una diferencia significativa de ese grupo con el grupo
control y el de la dosis menor de TRH, entonces al utilizar el TRH en una dosis de 30
mg/kg si hay una posibilidad alta de su efectividad (95 % como nosotros lo decidimos
analizar de acuerdo a la incertidumbre de la prueba t). De igual manera, se ve que
tanto el grupo control comparado con los grupos tres y cuatro si muestra una
diferencia significativa (Tabla 2) y por ello se puede observar de nuevo que
aumentando la dosis de TRH el tiempo del despertar es menor. Los datos demuestran
una tendencia general del menor tiempo del despertar al ir aumentando la dosis, lo
que habiamos pensado que ocurriria debido a los efectos y caracteristicas del péptido.

Al analizar todos nuestros resultados vemos que el neurotransmisor si tiene efectos
homeostaticos en el sistema nervioso ya que regresa a las ratas a su estado normal y
estabiliza los efectos causados por el etanol previamente inyectado. El hecho de que la
narcosis se revierta esta relacionado directamente con la interaccién del péptido y los
receptores de la superficie celular de las neuronas, haciendo que los efectos del
alcohol debido a la interaccidn con los neurotransmisores y células cerebrales dejen de
alterar el sistema nervioso y se restablezca a la actividad cerebral normal.

De igual manera, el sistema nervioso controla nuestras emociones, asi como la
percepcion y el sistema motor (1). Al tener dosis altas de alcohol en el cuerpo, el
sistema nervioso se ve afectado y con él las partes que controla, siendo el TRH, de
acuerdo a lo observado, el neurotransmisor que ayuda a revertir estos efectos y hacer
que se vuelva a tener control del sistema motor y de nuestra percepcion. Las ratas, ya
cuentan con una cantidad pequefia de TRH enddgeno en el medio extracelular del



cerebro (5). Esta cantidad de TRH no es suficiente para revertir el efecto narcético, sin
embargo se observd al terminar el proyecto que aumentando esta cantidad endoégena
de el TRH, si se induce naturalmente el despertar.

Debido a los resultados positivos que indican que el efecto homeostatico del TRH, se
pretende en un futuro encontrar una manera de inhibir la enzima que controla los
niveles endégenos del TRH para incrementar los mismos y lograr el mismo efecto que
se observod en el proyecto al inyectar TRH exdgeno intraperitonealmente en las ratas.

Conclusiones

Al llevar a cabo el analisis de los datos y resultados, se puede observar que al
incrementar la dosis de TRH el tiempo de la narcosis disminuye y las ratas se
despiertan mas rapidamente. El grupo 4, en relacién a los demas, no demuestra
sobreponerse con ningun otro y por ello concluimos finalmente que la dosis de 30
mg/kg siendo inyectada intraperitonealmente si revierte la narcosis inducida por el
etanol en la rata (con un 5 % de incertidumbre de acuerdo a lo calculado). De igual
manera, la tendencia de la disminucion del tiempo de la narcosis al aumentar la dosis
deja claro los efectos del TRH en relacién a la narcosis. Todos los resultados del
proyecto, indican que el TRH como neurotransmisor si tiene efectos homeostaticos en
el sistema nervioso y es efectivo como revertidor de la narcosis inducida por alcohol.

Los resultados del proyecto pueden ser utilizados mas adelante para la creacién de un
farmaco de uso humano para la reversiéon de la narcosis inducida por alcohol. Al
nosotros comprobar el efecto del neurotransmisor con este proyecto, el Dr. Charli y
sus colegas planean continuar su investigacion relacionada mdas que nada con la
fijacion del TRH enddgeno en el cerebro. Se busca, llegar a hacer mas largo el tiempo
del efecto del TRH (su fijacidn en el cerebro) asi como poder entender cémo se puede
incrementar de alguna manera su produccidn. En las ratas, observamos que al inyectar
de forma exdgena el péptido, se incrementan los niveles del mismo y se logra el efecto
deseado. Mds adelante se espera llegar a controlar la enzima que lo produce asi como
su inhibicidn. De esta manera, lograr incrementar los niveles de TRH de una forma mas
natural sin la necesidad de una inyeccién de TRH exdgeno (tal como lo realizamos
nosotros).
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Anexo de calculos

1. Esta tabla muestra todos los datos obtenidos al calcular las medias,
desviaciones estandar y errores estdndar para cada grupo de ratas. Las

operaciones se encuentran en la bitacora.

Grupo

Duracion de narcosis (min.)

Media

SE

109

106

158

124.33

29.19

16.85

97

108

49

84.66

31.37

18.11

46

71

43

53.33

15.37

8.87

33

30

31

31.33

1.52

0.88
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