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RESUMEN

En este estudio, se investigd si la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la tiroxina (T4) tienen efecto
mitogénico sobre las células de fa adenchipofisis, en particular sobre los tirotropos (Tt) y somaiotropos (St) en
ratas Wistar macho tiroidectomizadas (Tx, hipotiroidismo) en forma aguda o crénica (5 meees). Ratas Tx 15 dias
antes, recibieron una dosis de TRH (25 ug IP), T4 (10 pg IM) o T++TRH (mismas dosis anteriores). Los animales se
sacrificaron 12 horas después de las inyecciones. Ratas eutiroideas quedaron como testigos. La histologla y las
cuentas mitdticas se hicieron en cortes de hipdfisis tefiidos con H-E, PAS-H o inmunotefiidos con antlouerpos ardi
TSH o GH de rata. Las mitosis (detenidas con colchicina), se cuantificaron en una srea de imm’ con una
amplificacion de 1000X. La tiroidectomia aumenté las cuenias mitdticas (p<0.01;Testigo vs tiroidectomizados). La
administracion de T. disminuyd la replicacion mitotica, aunque no de manera significativa. Lta TRH estimuld la
replicacion mititica (11.841.4 vs 8.1:0.4 de los Tx. p<0.05). Comparativamente, [as cuentas mitticas de los
grupos Tx+TRH y Tx+T,+TRH fueron semejantes. La inmunohistoquimica revelé que los tratamientos afectaron
diferencialmente la replicacion de los tirotropos, somatoiropos y posiblemente la de ofros tipos celulares
hipofisiarios (células en mitosis no inmunotefiidas, CMNIT). Asl, en los animales eutiroideos, las milosis ocurrieron
on los somatotropos (55%), CMNIT (35%) y tirotropos (9.5%). La Tx disminuyd la replicacion de los St (NS) vy
estimuld fa de los Tt (p<0.05 vs testigo) y CMNIT. La T, sola, no afecté la replicacion de los Sty Tt y disminuyo la
de las CMNIT. La administracién de TRH no afectd la replicacion de St y Tt, mientrags que estimui6 la de las
CMNIT. La TRH+T4 no provocd mdas cambios en el nimero de St y Tt en mitosis y CMNIT que los encentrados con
la administracion de la TRH scla. Este grupo de experimentos demostréd que la deficiencia aguda de hormonas
tircideas induce un incremento significativo de la replicacion mitdtica de los tirotropos y CMNIT. Ademads, la
administracién de TRH, estimuld alin mds la replicacién de las CMNIT, mientras que los Tt y St no fueron
afectados. En el hipotircidismo crénico, 10 dias antes del sacrificio, grupos de ratas Tx de 5 meses de evolucién
fueron tratadas con diferentes dosis de T, (0.5, 3 0 10 pg de T, IM cada tercer dia/10 dias; TRH sola (100 ng SC 3
veces al dla/10 dias) o T,+TRH (mismas dosis anteriores). Los animales se sacrificaron 24 horas después de ia
altima inyeccitn de T4 (4 h después de Ia Ultima inyeccion de TRH). En los grupos Tx y Tx+TRH, las
concentraciones séricas de Ta y T, disminuyeron, mientras que las de TSH se incrementaron (p<<0.001). En estos
mismos grupos sin embargo, las cuentas mitoticas fueron semejantes a las del grupo eutiroideo, como lo fueron
también las cuentas mit6licas del grupo Tx+0.5 ug de Ts. En contraste, la administracién conjunta de 0.5 g de
T++TRH tuvieron un efecto sinérgico estimulante de la secrecién de TSH y las cuentas mitoticas. En los grupos que
recibieron mayores dosis de T4 (3 y 10 pg sin y con TRH), mieniras que las cuentas mitdticas y las cifras séricas
de T4y Ts se incrementaron (niveles de hipertiroidismo), las de TSH desaparecieron. Ademas del efecto sinérgico
sobvre la proliferacion hipofisaria, ios tralamientos también tuvieron un efecto mitogénico diferencial sobre los tipos
celulares. Asl, al comparario con el grupo control en @ cual jos porcentajes de St, Tt y CMNIT fueron; 31%, 10% y
58% respectivamente, en los grupos Tx vy Tx+TRH, no se encontraron St en mitosis, mientras que los tipos
celulares restantes no se modificaron significativaments. En contraste, cuando se administraron dosis bajas de T,
(0.5 ug), reaparecieron los St, desaparecieron las CMNIT y se incrementaron significativamente fos Tt. Ademas,
cuando la T4 (0.5 pg) se adminisiré junto con la TRH, reaparecieron ias CMNIT. Mayores dosis de T4 {10 pg)
incrementaron las cuentas mitdticas de los St y CMNIT, mientras que disminuyeron las de los Tt. La adminsitracion
de esta dosis elevada de T4 +TRH, dio lugar a un efecto sinérgico sobre la replicacion de los St, inhibié la de los Tt
y no afecté mas fa de las CMNIT. Los resultadas de los experimentos con hipotiroidismo cronico demuestran que:
(a) A dosis altas, la T4 estimula la replicacion de los somatotropos; (b) A dosis bajas la T, es mitogénica sobre los
Tt, mientras que a dosis altas es inhibitoria ; (c) Per se, la TRH no posee efacto mitogénico sobre la adenohipéfisis
y (d) Dosis elevadas de T.+TRH, tienen efecto sinérgico sobre la replicacion de los St. Conclusiones generales: (1)
En ¢ eutiroidismo, las mitosis ocumen en los St y CMNIT y menos en los Tt; (2) Durante el hipotiroidismo,
disminuye la replicacién celular de los St, y se incrementa en jos Tt y CMNIT; (3) Ademas de la replicacién de los
fenotipos celulares especificos, la replicacién de las células no inmunotefidas en miiosis parece jugar un papel
importante en los mecanismos adaptativos de la adenohipéfisis disparados por las demandas fisiologicas o
desbalances hormonaies en los cuales esta involucrada; (4) Mas estudios se requiren para establecer si las células
en mitosis no inmunctefidas, comesponden a un grupo de células totipotenciales o a diferentes lineas celulares
que son reclutadas en respuesta a diversas condiciones endocrinas; (5) Nuestros resultados sugieren que la
transdiferenciacion celular pusde estar ocurmiendo durante la mitosis. Lo anterior apoya gque las antiguas hipbtesis
sobre los cambios celulares de {a adenohipdfisis también pueden ocumir por transdiferenciacion celular,
reciutamiento de células indiferenciadas y replicacion de células totipotenciales.



SUMMARY

The aim of this study was to assess the putative mitogenic effect of thyrotropin releasing-hormane (TRH)
and thyroxine (T4) on pituitary cells. Specifically, thyrotrophs (Tt) and somatotrphs (St) cells were analized in short
(15 d) and protracted (5 mo) thyroidectomized (Tx) Wistar male rats. in 15 d Tx rats, groups of 5 animals each
received single doses of either T, (10 pg IM), TRH (25 g IP) or both T, plus TRH (doses as above). Animals were
sacrificed 12 h after the injections. The histology and the mitotic counts were done in pituitary slides stained with H-
E, PAS-H, or immunostained for TSH and GH. Mitoses (stopped with coichicine) were counted in 1 mm? area at
1000X magnification. In Tx rats, mitoses were increased (p< 0.01: euthyroid vs Tx) and the mitotic counts in Tx rats
remained unmodified with a single administration of T.. TRH increased the mitotic counts (11.821.4 vs 8.120.4 of Tx
group, p<0.05). Comparatively mitotic counts were similar in T+TRH and Tx+T,+TRH groups.
Immunocytochemistry revealed a differential effect upon St and Tt replication and possibly other pituitary cellular
types as well (non immunostained mitotic cells, NISMC). Thus, in euthyroid animals mitoses occurred in St (55%),
NISMC (35%) and Tt (9.5%). In the Tx group, replication was increased in Tt and NISMC and decreased in St, while
T, administration did not change St and Tt replication and it inhibited the NISMC. The distribution of mitoses
between St and Tt was not significantty affected by TRH administration but it was increased in NISMC. Similarly no
further changee were induced in the mitotic counts by the addition of T.. This set of experiments demonstrated that
acute thyroid hormone defficiency is accompanied by a significant increase in mitotic counts in Tt and NISMC. In
addition, a single dose of TRH increased the replication of NISMC whereas Tt and St remained unchanged. in
protracted Tx rats and 10 days before sacrifice, animals were treated with different doses of T, (0.5, 3 and 10 pug IM
every other day/10 days); TRH (100 ng SC 3 times a day/10 days) or T«+TRH (same doses as above). Animals
were sacrificed 24 h after the last T, injection (4 h after the last TRH injection). Serum T4 and Ts were decreased
white TSH was increased (p< 0.001) in Tx and Tx+TRH groups. However, in neither group mitotic counts were
significantly different as compared with the euthyroid control and Tx+0.5 pg of T, groups. By confrast,
administration of 0.5 pg of Te plusTRH synergisticaly increased both, TSH and pituitary mitotic counts. Mitotic
counts were further increased in those groups receiving higher doses of T4 (3 or 10 pg with or without TRH), in
which serum T« and Ts were abnormally high and TSH absent. Besides its synergistic effect on pituitary mitoses,
treatments also had a differential mitogenic effect on cellular types. Thus, as compared to euthyroid animals, in
which the ratios were: 31% St, 10% Tt and 58% NISMC, in Tx and Tx+TRH groups, there was a compiele absence
of St in mitoses, whereas the other cell types remained unmodified. In contrast, when low doses of Ty (0.5 pg) were
administered, St in mitosis reappeared, Tt were significantly increased, and NISMC disappeared. Furthermore, when
TRH was added to this low dose of T4, NISMC reappeared. Higher doses of T4 (10 pg) further increased mitotic
figures in St and NISMC, and reduced the replication of Tt. As compared with 10 pg of T alone, the administration
of higher doses of T, plus TRH had a synergistic effect on St replication, further inhibited Tt replication and had no
effect on NISMC. Present results in protracted Tx rats demonstrated that: (a) In high doses, T4 stimulates St
replication; (b) At fow doses, T4 is mitogenic on Tt while at higher doses inhibits Tt replication; (c) per se, TRH is
devoided of a mitogenic effect on anterior pituitary gland; (d) When co-administered, T4 + TRH, had a synergistic
mitogenic effect on St. Generai conclusions: (1) In euthyroidism, mitoses occur in St and NISMC and are less
frequent in Tt ; (2) During hypothyroidism, cell replication Is decreased in St and increased in Tt and NISMC; (3)
Besides the replication of specific cellWlar phenotypes, replication of non immunostained mitotic cells seems to play
an important role in the pituitary gland adaptative mechanisms triggered by physiological demands and/or hormonal
imbalances in which she is involved; (4) Further studies are required to establish if these NISMC correspond to a
single totipotential group of ceils, or they are different cellular lines that are recruited in response to diverse
endocrine conditions; (5) Our results suggest that cell transdifferentiation could be occurring also during mitosis.
Therefore, supporting the ancient hypotheses of pifuitary cell transdifferentiation, recruitment of indifferentiated cells
and totipotential cells replication in the gland.



I. INTRODUCCION

El sistema endocrino (del gr. Endon hacia dentro y Krinein secretar, que secreta
o vierte hacia el interior del cuerpo), controla las actividades metabélicas de los
sistemas vivos por medio de un finaje celular especifico y altamente especializado.
Este linaje de células endocrinas, por lo general agrupadas en glandulas conspicuas
del organismo (hipofisis, tiroides, paratiroides, adrenales, génadas, péncreas, mucosa
intestinal y placenta entre las mas tradicionales), estd especializado en elaborar y
secretar hacia el torrente sanguineo una serie de substancias quimicas Hamadas
hormonas (del gr. hormaein excitar, mover). Las hormonas son distribuidas por la
sangre e interactdan con receptores especificos localizados en los llamados células,
tejidos u organos blanco. La interaccion hormona/receptor desencadena respuestas
fisiologicas tipicas, generalmente opuestas al cambio que originé la secrecién de la
hormona. Ademds de su papel en el mantenimiento de la homeostasis, el sistema
endocrino también participa en el control de otros importantes fenémenos como iniciar,
mediar y regular los procesos de crecimiento, desarrolio, maduracion, reproduccién y
senectud (Genuth, 1990a).

El estudio de las interacciones entre el sistema nervioso y el sistema endocrino
constituye el campo de la Neuroendocrinologia, en donde destacan las relaciones
entre el hipotalamo, la hipéfisis y los 6rganos blanco de las hormonas hipofisiarias.
Aunque el conocimiento de los mecanismos reguladores de la sintesis y secrecion de
las diferentes hormonas hipofisiarias es relativamente amplio, menos se conoce acerca
de los mecanismos que controlan los cambios poblacionales de los diferentes tipos
celulares de la glandula, cambios que ocurren simultineamente con los ajustes
homeostaticos en las tasas de sintesis y secrecion de las homonas

adenohipofisiarias.
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En el presente estudio se analizaron los efectos e interacciones de la hormona
hipotalamica liberadora de tirotropina (TRH, tiroliberina) y la hormona tiroidea, tiroxina
(Ts) sobre el control de: a) la replicacion y morfologia de los tirotropos (Tt) y
somatotropos (St) del I6bulo anterior de la glandula pituitaria y b) la secrecién de |a
hormona hipofisiaria estimulante de la tiroides (TSH), utilizando a la rata como modeio
de estudio. Por esta razén, y con el propésito de ubicarlas en su contexto fisiolégico
primeramente se revisa el conocimiento actual sobre los aspectos mas relevantes
acerca de la fisiologia y la morfologia de la glandula pituitaria, haciendo énfasis en las
interacciones de los elementos que conforman al eje hipotalamo-hip6fisis-tiroides que
participan en la regulacion de los tirotropos. Enseguida, se describen las hipétesis,
objetivos, materiales, métodos y resultados, para finalizar con la discusién de los
resultados y las conclusiones mas importantes. Finalmente, en ios anexos 1 y 2, se
inciuyen los manuscritos de 2 trabajos, uno ya publicado y otro en revisién, en los que
se reporta en la literatura internacional los principales hallazgos de esta tesis.

Il. UNIDAD HIPOTALAMO-HIPOFISIARIA

La glandula hipofisis o pituitaria regula directa o indirectamente diversas
funciones endocrinas. A su vez, las funciones hipofisiarias estan bajo el control de un
gran nimero de factores, principalmente neurales (hipotalamicos) y de las hormonas
que producen sus organos blanco. Efectivamente, la hip&fisis y el hipotalamo, con sus
conexiones vasculares y neuronales especializadas, forman una unidad funcional
compleja, lamada unidad hipotalamo-hipofisiaria, cuya operacién pone de manifiesto
las estrechas y sutiles interrelaciones entre el sistema nervioso y el sistema endocrino.
La hipéfisis participa en el control del balance hidroelectrolitico, la secrecién de leche,
el parto, la reproduccion, el crecimiento y desarrollo corporal, la lactancia y de las
funciones endocrinas de las glandulas tiroides, génadas y adrenales (Resumido de
Genuth, 1990a).
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Caracteristicas Anatomicas de la Hipéfisis. La glandula pituitaria se
encuentra localizada en una pequefia depresiéon del hueso esfenoides Hamada silla
turca, justo abajo del hipotdlamo, al cual se encuentra conectada por un pequefio tallo
llamado infundibulo. Es un 6rgano compuesto que consiste de un I6bulo neural o
posterior (neurohipdfisis) y de un I6bulo anterior o adenohipéfisis. En algunas especies
existe un lébulo intermedio (cuyo origen embrionario es coman con el |6bulo anterior)
formado por las célutas localizadas en la unién det I6bulo neural con el I6bulo anterior.
Las distintas porciones que conforman la hipéfisis derivan embriolégicamente de dos
primordios: la pars distalis o adenohip6fisis, que proviene de una invaginacién del
techo del ectodermo del estomodeo llamada bolsa de Rathke, mientras que la
neurohipéfisis se origina de una evaginacién del diencéfalo, al que queda unido por el
tallo hipofisiario. Ambas estructuras se retinen y forman la hiptfisis (Purves, 1966).

En el animal desarrollado, dependiendo de la especie y sus relaciones finales
con el [6bulo neural, se reconocen tres distintos tipos de hipdfisis, ios cuales son
secundarios a la diferente evolucion de la bolsa de Rathke. La presente clasificacion,
tomada de Purves (1966), se ha realizado con base en las siguientes caracteristicas
anatomicas: a) namero de partes funcionales, b) variaciones en la persistencia de la
luz de la bolsa de Rathke y c) variaciones en el grado de adherencia de la neuro-
hipofisis a las porciones de la adenohipdfisis con las cuales esta en estrecha relacion.
En los vertebrados (con excepcién de los peces) la hipdfisis se ha clasificado en tres

tipos (Figura 1).

Tipo .- La adenchipéfisis se divide en pars anterior y pars intermedia, esta
dltima esta adherida a la neurohipéfisis. La luz residual de la bolsa de Rathke puede
estar presente, reducida o ausente. Este tipo de hipdfisis se encuentra en la rata y el

conejo.
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Figura 1.- Diferentes formas de hipéfisis en vertebrados.

p.d. = Pars distalis, p.t. = Pars tuberalis, p.n. = Pars nervosa,
p.. = Pars intermedia, p.a. = Pars anterior, L.r. = Luz residual.
Tomado de Purves (1986).
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?ipo I.- La pars anterior y la pars intermedia se funden en una sola estructura llamada
pars distalis o adenohipdfisis. No hay adherencia al I6bulo neural ni existe lumen
residual. Ejemplos de hipofisis con estas caracteristicas se encuentran en las aves, el
elefante y la ballena.

Tipo lil.- La pars distalis estd presente y adherida al i6bulo neural. Esta forma
esta descrita sélo en tres especies de mamiferos: el hombre, el gorila y el chimpancé.

Embriogénesis. Recientemente se han presentado evidencias que muestran
que la adenohipéfisis pudiera tener un origen nervioso, a partir del extremo anterior de
ta placa neural, la cual evoluciona para dar lugar a la bolsa de Rathke. Todavia no es
claro si el compromiso para diferenciarse en los diferentes tipos celulares
adenohipofisiarios se adquiere durante el contacto inicial de los primordios
embrionarios, que al desarrollarse darén origen al hipotalamo y la bolsa de Rathke, o
si la diferenciacién ocurre mas tardiamente, inducida por los diversos factores hipo-
fisiotrépicos hipotalamicos o de otro origen (Dubois y ElAmraoui, 1995). Durante el
desarrollo intrauterino de la rata, el orden de aparicion de los diversos fenotipos
celulares es el siguiente: corticotropos, gonadotropos, tirotropos, somatotropos y
lactotropos, los cuales aparecen completamente diferenciados a los 16, 17, 17-18, 19y
21 dias de gestacion respectivamente (Dubois y Hemming, 1891).

Intervelaciones Hipotilamo-Hipofisiarias. La irrigacién y la inervacion de cada
uno de los |6bulos de la pituitaria refleja su origen embrionario diferente y permite
comprender la regulacion de sus funciones. El I6bulo posterior esta ricamente inervado
por fibras amielinicas que contienen granulos secretorios en su extremo terminal. Los
somas de estas neuronas se localizan en los nicleos supradpticos y paraventriculares
del hipotidlamo. El material secretado (hormonas antidiurética y oxitocina), es
sintetizado en los somas y transportado por los axénes (unido a neurofisinas) y
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almacenado en las terminaciones bulbosas de la neurohipéfisis. Desde aqui, el
material es secretado a la red capilar que drena a la circulacién general. Contrastando
con lo anterior, en el I6bulo anterior s6lo se han identificado escasas fibras nerviosas
motoras que terminan en el lecho vascular, sugiriendo Unicamente un control
vasomotor (Green, 1966). En la rata y otras especies animales, la comunicacion entre
el hipotalamo y el I6bulo anterior es vascular. Ambas estructuras se encuentran
interconectadas por el sistema circulatorio portal hipotalamo-hipofisiario, a través
del cual la hipofisis recibe la mayor parte de su flujo sanguineo. Las arterias
hipofisiarias superiores irrigan, a través de una intrincada red de capilares llamado
plexo primario, la eminencia media del hipotdlamo. Los capilares venosos de este
plexo primario convergen y forman los vasos portales hipofisiarios largos, los cuales
cursan hacia abajo por el tallo infundibular y penetran al iébulo anterior de la hip6fisis,
al cual irrigan después de haber formado otro sistema capilar, llamado plexo vascular
secundario. Por otro lado, las arterias hipofisiarias inferiores forman en la parte baja
del tallo infundibular, un plexo capilar primario semejante al anterior. Estos capilares
drenan en los vasos portales cortos, los cuales forman otro plexo vascular dentro del
i{6bulo anterior. En la rata, cerca del 70% de la sangre que recibe la adenohipdfisis
proviene de los vasos portales largos y el resto de los vasos portales cortos (Porter y
col. 1967). Ademas del sistema portal, el I6bulo anterior recibe una pequefia cantidad
de sangre arterial proveniente directamente de las arterias trabeculares, que son
ramas de las arterias hipofisiarias superiores. La neurohipdfisis es irrigada por las
arterias hipofisiarias inferiores. El drenaje venoso de ambos |6bulos ocurre a través de
venas cortas que desembocan en los senos cavernosos vecinos. Las terminales
nerviosas de las neuronas de los diversos nicleos hipotalamicos terminan en estrecha
proximidad con los plexos capilares primarios en la eminencia media y en el tallo
infundibular, a donde vierten sus neurosecreciones, llamadas hormonas

hipofisiotrépicas hipotaldmicas (HHH), las cuales son acarreadas por los vasos
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portales a la adenohipéﬁsié, en donde ejercen sus efectos fisioldgicos (Reichlin, 1992;
Goodman, 1994a).

Hormonas y Células de la Adenohipéfisis. Las funciones endocrinas de la
adenohipéfisis estan bien establecidas. Actuaimente se sabe que esta parte de la
pituitaria sintetiza y secreta cuando menos ocho diferentes substancias de naturaleza
protéica con actividad hormonal, las cuales por sus caracteristicas bioguimicas se
agrupan en tres grandes familias. La familia de la proopiomelanocom’na (POMC) que
incluye a su vez tres péptidos principales: la corticotropina (ACTH), las melanotropinas
a, By v (MSH), y péptidos opioides del grupo de las endorfinas. La familia de las
somatomamotropinas, que incluye a la hormona del crecimiento (GH) y a la prolactina
(PRL). La familia de las glucoproteinas comprende a la hormona estimulante del
foliculo (FSH), la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante de 1a tiroides
(tirotropina, TSH) (Resumido de Goodman, 1988a) (Cuadro 1).

Con el advenimiento de la inmunocitoquimica y microscopia electronica
(Horvath y col, 1990) se ha puesto en evidencia que mas de una hormona hipofisiaria
puede encontrarse en un mismo tipo celular tanto en condiciones normales como
experimentales y/o patol6gicas. Asi, por ejemplo en animales normales, la FSH y la LH
se pueden encontrar en un mismo tipo celular, al que se le ha llamado gonadotropo
(Baker, 1974), la PRL y la GH en los mamosomatotropos (Porter y col, 1980} y las
células POMC que dan origen a la ACTH, p-lipotropina, MSH y endorfinas (Pantic,
1975; Kriger y Liotta, 1990). No obstante, como se resume en el Cuadro 2, los tipos
celulares se siguen nombrando en atencién a la hormona que producen: somatotropos,
hormona de crecimiento (GH); mamotropos, prolactina (PRL); corticotropos,
corticotropina u hormona adrenocorticotrépica (ACTH); melanotropos, hormona
estimulante de los melanocitos (MSH); foliculotropos, hormona follculoestimulante
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CUADRO 1

HORMONAS DE LA ADENOHIPOFISIS Y SUS FUNCIONES

HORMONA ORGANO BLANCO ACCIONES PRINCIPALES
Familia Glucoprotéica
Hommona estimulante de la Glandula tiroides Estimula la sintesis y secrecin
tiroides (TSH) de las hormonas tiroideas.
Gonadotropinas:
Hormona Foliculo
estimulante (FSM) Ovario Estimula el crecimiento folicular y
la secrecion de progesterona.
Testiculo Actia sobre las células de Sertoli
promoviendo 1a maduracion de
los espermatozoides.
Homona Luteinizante (LH) Ovario Estimula la ovulacion del foliculo
maduro y formacidn del cuerpo
Iiteo; estimula la sintesis de
estrégenos y progesterona por el
cueipo |feo.
Testiculo Estimula en las células
intersticiales de Leydig la sintesis

Familia de la Somatomamotropina

y secrecion de testosterona.

Hormona del crecimiento (GH) La mayorfa de los tejidos  Promueve el crecimiento en
estatura y masa;estimuia la
produccitn de somatomedina;
estimula la sintesis de proteina;
usualmente inhibe la utilizacion
de giucosa y promueve la
utilizacion de grasa.

Prolactina (PRL) Glandula mamaria Promueve la secrecion de leche.

Ovario (rata) Promueve |a secrecién de
progesterona.
Familia de la proopiomelancortina

Hormona

(ACTH) Corteza adrenal Promueve la sintesls y secrecién
de corticosteroides.

Hormona estimulante de los Melanocitos Dispersién de melanina en
meianocitos (a-MSH) (Kriger y anfibios. Desconocido en
Liotta, 1990Q) mamiferos adultos

B-Lipotropina Desconocido Papet fisioldgico desconocido

pg-Endorfina Desconocido Papel fislolégico desconocido

Adaptado de Goodman (1994a).
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CUADRO 2

Caracteristicas tintoriales e inmunoultraestructurales de los diferentes tipos
celulares adenohipofisiarios

COLORACION DE GRANULOS  INMUNOELECTROMICROS-

TIPO CITOPLASMICOS COPIA (didmetro de los
CELULAR HORMONA granulos en nm)
PAS-OG PFA-AB
Lactotropos PRL Amarilio Amavtilo 350 - 500
Somatotropos GH Amarillo- Amarillo 275-350
Naranja
LPH
Corticotropos ACTH Rojos Rojos 375 -550
MSH
Melanotropos
{pars interme- MSH Rojos  — 375-550
dia en |a rata)
Gonadotropos FSH Rojos Azules 200 -500
LtH
Tirotropos TSH Rojos Azules 100 -200

PAS-OG = Acido peryddico-reactivo de Schiff-Naranja G
PFA-AB =Acido perférmico-Azul Alciano
Adaptado de Valverde RC. y Montes VJ., (1989)
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(FSH); luteotropos, hormona luteinizante (LH); tirotropos, tirotropina u hormona
estimulante de la tiroides (TSH) (Baker, 1974).

En afios recientes se ha acumulado evidencia que muestra que ademas de las
hormonas tropicas, las céluias adenohipofisiarias pueden sintetizar y secretar una gran
diversidad de otros péptidos y mensajeros endocrinos. Asl, por ejemplo; la activina,
inhibina y angiotensina Il se encuentran en los gonadotropos; la galanina,
angiotensina ll, acetilcolina y péptido intestinal vasoactivo (VIP) en los mamotropos; la
substancia P, neuropéptido Y, galanina y VIP en los tirotropos; galanina, TRH (Bruhn y
col, 1994a, 1994b, 1994c) y folistatina en los somatotropos; la acetilcolina,
cromogranina A y colecistocinina en los corticotropos (Rehfeld, 1988, Aronin y col,
1988; Huben y Deneff, 1990 y Schwartz y Cherny, 1992). Las funciones de estos
péptidos no han sido completamente dilucidadas, pero estan relacionadas con el
control local (paracring y/o autocrino) de: 1) la secrecién de hormonas tropicas, 2) el
crecimiento, la diferenciacién y la regeneracion celular, 3) la microcirculacion de la
adenohipdfisis y 4) ias interacciones inmuno-neuroendocrinas (Heuben y Deneff, 1990;
Schwartz y Cherny, 1992).

CONTROL DE LAS FUNCIONES DEL LOBULO ADENOHIPOFISIARIO.

No obstante la capacidad autdnoma de la adenohipéfisis para sintetizar y liberar
tanto in vivo como in vitro, PRL (Everett, 1956; Tixer-Vidal y col, 1975a) y FSH (Tixer-
Vidal y col, 1975b; Hattori y col, 1986), se sabe que en el control de la sintesis y
secrecién de todas las hormonas hipofisiarias participan un gran nimero de factores
que en forma de sefiales neurocrinas, paracrinas y endocrinas interactian a nivel del

l6bulo anterior. Estos factores se pueden agrupar de la siguiente manera:
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a) Hormonas Producidas por los Organos Blanco. En este grupo se inciuyen
las hormonas tiroideas y los esteroides de origen suprarrenal y gonadal; asi como
otras hormonas elaboradas por los érganos blanco vgr., somatomedina e inhibina.
Todas estas hormonas participan en los llamados mecanismos de retroalimentacion
negativa y positiva por medio de los cuales pueden inhibir, o estimular a las células
adenohipofisiarias (retroalimentacién directa), o a las neuronas hipofisiotropicas
hipotaldmicas (Pantic, 1975; Reichlin, 1992) (Figura 2).

b) Hormonas Hipotalamo-Hipofisiotrépicas (HHH). Bajo esta designacién se
agrupan un conjunto de neuropéptidos sintetizados en los somas de las neuronas
hipotalamicas, desde donde fluyen por el axén (empacados en forma de granulos
secretorios) hasta las terminales de la telodendria axénica, las cuales a su vez
quedan en estrecha proximidad con el plexo capilar primario hipotalamo-hipofisiario,
en donde liberan su contenido para estimular o inhibir la sintesis y secrecién de las
hormonas hipofisiarias. Excepto la dopamina, que es un neurotransmisor cuyo
mecanismo de sintesis es diferente, la mayoria de estas hormonas hipofisotrépicas
hipotlamicas son neuropéptidos (véase Guyton y Hall, 1996). Entre estas, las mas
conocidas son las siguientes: hormona liberadora de GH (GHRH), hormona inhibidora
de GH (GHIH o somatostatina); hormona liberadora de ACTH (CRF o CRH), hormona
liberadora de MSH (MRH), hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH, LHRH),
hormona liberadora de TSH (TRH o tiroliberina), hormona liberadora de PRL (PRH) y
hormona inhibidora de PRL (dopamina) (Grant y Vale, 1974; Schally y col, 1978,
Reichlin, 1992). Se sabe que una misma hormona hipofisotrépica hipotalamica puede
estimular o inhibir la secreciéon de mas de una hormona adenohipofisiaria (Gill, 1991).
En la Figura 3 se resumen los efectos secretores de algunas de las hormonas
hipofisiotrépicas hipotaldmicas sobre los diferentes tipos celulares de |la
adenohipéfisis.
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¢) Neurotransmisores y Otros Péptidos.- La dopamina, noradrenalina,
serotonina, GABA y acetilcolina (que se sintetizan en el citosol de las terminales
nerviosas) (Guyton y Hall,1996) y péptidos opioides (Porter y col, 1990) son liberadas
por neuronas hipotdlamicas y neuronas aferentes al hipotdlamo y que llegan a la
adenohipdfisis por el sistema circulatorio portal (Porter y col, 1990). Estas sustancias
al parecer actiian regulando o modulando la respuesta de las células hipofisiarias a
las demés hormonas hipotaldmicas hipofisiotropicas, o a las hormonas de los drganos
blanco de las hormonas hipofisiarias (Krulich, 1982; Tuomisto y Manisto, 1985; Aronin
y col, 1988; Huben y Deneff, 1990).

d) Posibles Mecanismos de Control Autocrino y Paracrino. Las hormonas
elaboradas por un tipo celular adenohipofisiario pueden afectar a nivel local tanto su
propia sintesis y secrecion (efectos autocrinos), como los de otras hormonas
producidas por otros tipos celulares de las hipéfisis (efectos paracrinos). Ejamplos de
lo anterior lo constituyen los hallazgos de Kakita y col, (1984) y Hattori y col, (1986)
para la TSH. Ademds de sintetizar y secretar sus respectivas hormonas periféricas, los
diversos tipos celulares de la adenchipéfisis sintetizan y secretan otro tipo de
polipéptidos como; la activina, inhibina, folistatina, diversas interleucinas, citokinas,
substancias vasogénicas, galanina, TRH, diversos factores de crecimiento como factor
de crecimiento epidermal, factor de crecimiento transformante «, factores de
crecimiento semejante a insulina | y Il, etc., los cuales como se menciont
anteriormente, regulan autocrina o paracrinamente muchas de las funciones
adenohipofisiarias (Huben y Deneff, 1990; Schwartz y Cherny, 1992; Bruhn y col,
1994a, 1994b, 1994¢; Renner y col, 1996; Leblanc y col, 1997).



EJE HIPOTALAMO-HIPOFISIS-TIROIDES

Las funciones de las hormonas tiroideas, tiroxina (T,) y triyodotironina (T4), se
pueden dividir en dos tipos: a) las relacionadas con el crecimiento y desarrollo de los
individuos, y b) las relacionadas con el control del metabolismo energético. Como se
esquematiza en la Figura 2, el control preciso de las concentraciones sanguineas y los
requerimientos tisulares de hormonas tiroideas depende de la interaccién coordinada
del hipotalamo, la hipéfisis y la glandula tiroides; asi como de la desyodacion érgano-
especifica de las tironinas. La sefal inicial de la secrecién de hormonas tircideas
comienza en el hipotalamo por medio de la secrecién de la TRH, proveniente de las
neuronas de la porcién parvicelular de los nicleos paraventriculares, que estimula la
sintesis y secrecién de TSH en los tirotropos. Poco o nada de TSH se produce cuando
se destruye la zona hipotalamica hipofisiotrépica o cuando se secciona el tallo
hipofisiario (Ishikawa y col, 1987; Taylor y col, 1990; Schwartz y Cherny 1992), o
cuando la hipdfisis es transplantada a un sitio alejado del control hipotalamico directo
(Beddow y col, 1970; Amr y col, 1986; Schwartz y Cherny, 1992). La TSH constituye a
su vez la sefial mas importante en el control de las funciones tiroideas, incluyendo el
incremento de la captura de yodo y la sintesis y secrecién de ambas tironinas. A
continuacién, por un mecanismo de retroalimentacién inhibitoria la T, y T, circuiantes
inhiben directamente en los tirotropos la sintesis y secrecion de TSH y en el
hipotdlamo la sintesis y secrecién de TRH. Asi, la administracién de pequefias
cantidades de T, y T; inhiben, en la hipéfisis, la secrecién de TSH, exactamente hasta
el nivel necesario para restablecer los valores normales de las hormonas tiroideas. Por
el contrario, cualquier factor que provoque una disminucién en las concentraciones
plasmaticas de las hormonas tiroideas, dara lugar a un incremento en la secreciéon de
TSH (Goodman, 1988b y McNabb, 1992).
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MECANISMOS QUE CONTROLAN LA SINTESIS Y SECRECION DE TSH

La mayoria de los estudios sobre el control de la secrecion de TSH, analizan la
"secrecion” de la hormona dando por sentado que tanto la sintesis como la liberacion
estan acopladas y pueden ser consideradas como una unidad. Es posible que este
concepto sea valido cuando ambos fenémenos se encuentran en equilibrio, es degir,
cuando la intensidad de la sintesis sea equivalente a !a liberacién, esto sin importar si
los mecanismos que las regulan sean los mismos (McNabb, 1992).

De los diferentes factores que regulan la sintesis y secrecion de TSH, las
hormonas tiroideas y la TRH son los mas importantes. Esta nocién, ha dado lugar al
concepto del "tirostato” como una analogia con los sistemas de servomecanismos de
control, ubicando el centro de la unidad a nivel del propio tirotropo (Goodman, 1988b).

Estructura y Sintesis de TSH. La TSH es una hormona glucoprotéica con
peso molecular de 28 kd. Es un heterodimero que contiene aproximadamente 15% de
carbohidratos. La TSH esta compuesta de dos cadenas peptidicas denominadas o y f,
unidas entre si por un enlace no covalente. Aunque la subunidad p es la responsable
de la unién a los receptores especificos de TSH y de la actividad biol6gica sobre el
tirocito, se requiere de la molécula completa para que estos fendmenos puedan ocurrir.
La subunidad o de la TSH es semejante a la subunidad o de las hormonas
glucoprotéicas LH, FSH y gonadotropina coriénica (CG). En las diferentes especies
estudiadas se ha encontrado que los genes que codifican para ambas subunidades de
TSH, se localizan en cromosomas diferentes (McNabb, 1992). Los oligosacaridos
juegan un papel muy importante en la organizacion estructural de la molécula completa
ya que una vez secretada le confieren una mayor resistencia a la degradacion
metabélica (vida media mas protongada) (Ponsin y Mornex,1983; Taylor y Weintraub,
1985; Constant y Weintraub 1986 (discutido por Wondisford y col, 1996). Asimismo, la
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glucosilacién de la TSH es un factor determinante de su actividad biolégica (Fares y
col, 1896). En el tirotropo, la glucosilacion de la TSH tiene lugar durante el proceso de
traduccién de las subunidades individuales y es seguido por un procesamiento
postraduccional de los polisacdridos en la molécula completa. En el reticulo
endoplasmico rugoso, durante ia traduccion, oligosacéridos con alto contenido de
manosa son incorporados a las subunidades individuales. En seguida, en el aparato
de Golgi, los fragmentos de carbohidrato enlazados a la asparagina, son procesados
formando oligosacaridos complejos que contienen &cido sidlico, sulfato, glucosa,
galactosa y residuos de N-acefilglucosamina y N-acetilgalactosamina. Las
subunidades o y B glucosiladas se aparean en los granulos de secrecién o en la
membrana plasmatica formandose inicialmente un complejo laxo inactivo. En seguida,
en estos mismos sitios, tiene lugar una reaccion de primer orden, en donde la molécula
se repliega lentamente para terminar en forma de dimero estable (Morley, 1981;
Wondisfor y col, 1996).

Control de la Sintesis y Secreciéon de la TSH por las Hormonas Tiroldeas.
Las hormonas tiroideas constituyen el factor inhibidor mas importante en el control de
la sintesis y secrecion de la TSH. Esta inhibicidn ocurre por diferentes mecanismos, el
mas importante es el mediado por la T,; que inhibe la expresion de los genes que
codifican para la formacién de las subunidades a y § de la molécula de TSH. Para que
esto ocurra, la T; y la T, circulantes difunden hacia el interior de! tirotropo. En el
tirotropo la T4 es convertida a T; por accion de las 5'-desyodasas | y Il (5Dl y 5'Dil), de
las cuales la 5'DIl aporta el 50% de la T; que se enlaza especificamente a sus
receptores nucleares (Kaplan, 1984; St. Germain y col, 1985). La T, se une a! extremo
carboxi-terminal de su receptor nuclear, dando lugar al complejo Ts-receptor activo.
Este complejo activado se une a una secuencia especifica de nucleétidos en los genes
blanco correspondientes, inhibiendo la transcripcion del DNA en mRNA que codifica
para las subunidades o y p de fa TSH (Franklyn y col, 1986, 1987). Esta inhibicién se
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incrementa en proporcién al numero de receptores nucleares de Ts ocupados
(Emerson y col, 1989; Gurr y col, 1990; Shupnik y Ridway, 1987; revisado por Scanlon,
1996) (Figura 4). Otros efectos de las hormonas tiroideas sobre el control del tirotropo
involucran: a) la reduccion del nimero de receptores a TRH en la membrana del
tirotropo (vide infra) y b) la estimulacién de la sintesis de la piro-glutamil peptidasa I,
ectoenzima membranal de los mamotropos, que inactiva a la TRH (Bauer, 1987; Ponce
y col, 1988; Bauer y col, 1990). Por ambos mecanismos las tironinas inhiben el efecto
estimulante de la TRH sobre sus respectivos receptores (De Léan y col, 1977; Mori y
col, 1988; Toft, 1991; Scanlon, 1996).

A nivel hipotalamico (nucleos paraventriculares) las hormonas tiroideas
disminuyen las concentraciones de TRH (Yamada y col, 1989). Asimismo, inhiben la
sintesis del RNAm que codifica para la TRH en las neuronas parvicelulares del nucleo
paraventricular (Dyess y col, 1988; Taylor y col, 1990, revisado por Stevenin y
Lee,1995), lo que se traduce en una disminucion en la secrecion de TRH en la sangre
portal (Rondeel y col, 1988; Okauchi y col, 1996) y un menor estimulo en la sintesis y
secrecion de la TSH. Por otro lado, en el hipotiroidismo la ausencia de hormonas
tiroideas da lugar a un incremento tanto en la sintesis de mRNA que codifica para la
TRH (Scanlon,1996), como un incremento de la secrecion de TRH hacia la sangre
portal (Rondeel y col, 1992; Wang y col, 1994), lo que se traduce en un mayor
estimulo en la sintesis y secrecién de TSH. No obstante lo anterior, se considera que
los efectos inhibitorios de las hormonas tiroideas sobre los tirotropos, constituyen el
factor mas importante en el control global de la TSH (Morley, 1981; McNabb, 1992;
Jackson, 1994).

Control de la Sintesis y Secrecién de la TSH por la Somatostatina. La
somatostatina, también llamada factor inhibidor de ia secrecién de GH (SS, GHIF), es
un neuropéptido sintetizado y secretado por los nucleos periventriculares del
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Figura 4.- Representacién del efecto de la TRH y Tironinas scbre el
tirotropo. La TRH se enlaza a receptores localizados en la superficie del
tirotropo y activa la Fosfolipasa C, 1a cual rompe al fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato en Trifosfato de Inositol (IP3) y Diacilglicerol (DAG). El IP3
promueve la movilizacion de Ca, mientras que el DAG activa a ia proteina
Cinasa C. Por otro lado, las tironinas T4 y T3, difunden hacia el tirotropo.
En el interior, una desyodasa convierte a la T4 en T3. La T3 entra al
nuclec y se une a receptores nucleares. Estos receptores activados,
inhiben la transcripcion de diferentes porciones de DNA; unos que
codifican la formacién de receptores de TRH (disminuyendo Ila
sensibilidad de los tirotropos a la TRH), y otros que codifican la sintesis
de TSH. Viceversa, una deficiencia de las tironinas incrementa la
sensibilidad de los tirotropos a fa TRH. Esto, debido al incremento en la
transcripcion de los genes que codifican para la formacion de receptores
de TRH y para la sintesis de TSH.

Adaptado de Goodman (1988b).
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hipotalamo. Ademas de su efecto inhibitorio sobre ia secrecién de la GH, también
juega un papel inhibitorio (aunque menos importante que sobre la GH) directo sobre la
secrecion de TSH e indirecto sobre las neuronas TRHérgicas de los nucleos
paraventriculares del hipotalamo (Jackson, 1994). No obstante, en situaciones
particulares la somatostatina puede tener un efecto inhibidor relevante en la secrecién
de TSH, como en la respuesta al estrés (Jackson 1994). Sin embargo, como se
menciond anteriormente, se considera que los efectos inhibitorios de las hormonas
tiroideas sobre los tirotropos, constituyen el factor méas importante en el control globai
de la TSH (Morley, 1981; McNabb, 1992; Jackson, 1994).

Control de la Sintesis y Secrecién de la TSH por la TRH. La TRH (piro-
glutamil-histidil-prolinamida, tiroliberina (Schally, 1978) es el factor mas importante en
el control de la secrecién de la TSH. Esta nocion se basa en los siguientes hechos: 1)
En el hipotiroidismo primario, en los nucleos paraventriculares del hipotalamo, se
incrementa el la sintesis del RNAm que codifica para la TRH (Taylor y col, 1990,
revisado por Stevenin y Lee, 1995) y la secrecion de TRH (Rondeel y col, 1992, Wang
y col, 1994), 2) EI hipotiroidismo hipotaldmico experimental (destruccion o
deaferentacion de los nlcleos paraventriculares de! hipotdlamo responsables de la
sintesis y secrecion de la TRH hipofisotropica), provoca una significativa disminucién
de la sintesis y secrecion de [a TSH (Aizawa y col, 1984, Murakami y col, 1988; 1988;
Taylor y col, 1990), 3) La administracién de anticuerpos anti-TRH disminuye Ia
secrecién de TSH (Zabo y Frohman, 1977; Koch y col, 1977, Ishikawa y col, 1984), 4)
La secrecion basal de TSH cae casi a cero cuando la hipdfisis es autotransplantada a
sitios alejados del control hipotalamico directo y responde secretando TSH cuando se
estimula con TRH (Lippman y col, 1986; Amr y col, 1986).

A nivel del tirotropo, la TRH se une a receptores membranales especificos
activando a una fosfolipasa C, la que a su vez cataliza la hidrélisis del fosfatidilinosito!
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4,5-bifosfato dando dos productos: 1,2-diacilglicerol (DAG) y 1,4,5-trifosfato de inositol
(IP3). El IP; difunde hacia el reticulo endoplasmico en donde se enlaza a receptores
especificos relacionados a canales de Ca™ dependientes de ligando. La interaccién
del IP;-receptor provoca la apertura de los canales de Ca™’, lo que permitie su difusion
hacia el citosol. El Ca™ libre junto con el DAG, actian como segundos mensajeros que
activan a la protein-cinasa C (C significa dependiente de calcio), la que a su vez
fosforila diversas enzimas blanco (Shupnik y col, 1980; Carr y col, 1991). Algunas de
estas enzimas regulan el grado de glucosilacién de las subunidades a y p de la TSH,
hecho que influye en las formas moleculares de TSH que se producen. El grado de
glucosilacion de la TSH determina su bioactividad y rapidez de depuracién plasmatica
(revisado por Magner, 1980). El Ca™" libre en el citosol estimula directamente la
liberacién de TSH por exocitosis (Lehninger, 1993) (Figura 4). Ademas de lo anterior,
Carr y col, (1991) han encontrado evidencia que muestra que la TRH estimula la
sintesis de TSH, fendmeno mediado por los segundos mensajeros DAG y el Ca™, que
estimulan al gen que codifica para la subunidad p de ia molécula de TSH.

Los efectos de una sola dosis, de dosis repetidas o de la perfusion continua de
TRH sobre la secrecion de TSH, han sido estudiados en humanos y animales
eutiroideos, hipotiroideos e hipotiroideos con y sin tratamiento concomitante con
hormonas tiroideas (Jaquet y col, 1974; Rabello y col, 1974; Saberi y Utiger, 1975;
Fischer y col, 1977; Frey y Haug, 1977; Lippman y col, 1986; Tonooka y Greer, 1980;
Maruta y Greer, 1987, ishikawa y col, 1987; Toft, 1991). En general, la duracién y
magnitud de la respuesta secretora de TSH a un pulso de TRH, depende del estado
funcional de la glandula tiroides, edad, dosis y via de administracion del tripéptido
(Rabelio y col, 1974; Lippman y col, 1986, Ishikawa y col, 1987; Maruta y Greer, 1987).
En la rata eutiroidea, el patron de respuesta a un pulso de TRH inyectado por via
endovenosa, se caracteriza por un rapido y significativo incremento de ia secrecion de
TSH, la cual alcanza valores sanguineos maximos alrededor de los 15 minutos, y
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disminuye a valores basales a los 60 minutos. La elevacion inicial es rapida y los
valores a los 5, 10, 15 y 20 minutos no son significativamente diferentes, aunque las
medias muestran una curva relativamente uniforme alcanzando la maxima
concentracién a los 15 minutos. Inmediatamente después de iniciada la secrecion de
TSH en respuesta a la TRH, las cifras circulantes de T, y T; se incrementan,
alcanzando valores maximos entre las 3-4 horas, y regresan a los valores basales
alrededor de las 8 horas (Lippman y col, 1986). La administracién de pulsos repetitivos
o la perfusién continua de TRH durante periodos de tiempo cortos o prolongados,
sobre las concentraciones plasmaticas de TSH y hormonas tiroideas también han sido
estudiados. Asi, a corto plazo (1-8 dfas), la infusion continua de TRH, da lugar a un
incremento inicial de la TSH, semejante al descrito para el pulso Unico con el
tripéptido, para disminuir a niveles ligeramente mas elevados que en el control. Este
ligero incremento de la TSH plasmatica, se acompafia de un hipertiroidismo discreto
(Lippman y col, 1986). Dosis repetidas de TRH inducen inicialmente una respuesta
secretora de TSH semejante al puiso unico. Los pulsos subsecuentes de TRH, inducen
respuestas decrecientes de TSH, que se pueden acompafiar o no de hipertiroidismo
discreto (Nemeraff y col, 1980). Los efectos de a administracion repetitiva TRH a largo
plazo sobre el eje hipofisis-tiroides se caracteriza por la repuesta secretora de TSH y
el hipertiroidismo inicial, para continuar después de una a dos semanas, con: 1)
concentraciones plasmaticas de TSH dentro de los valores normales, 2) disminucién
creciente de la respuesta secretora de TSH a los pulsos subsecuentes de TRH y 3)
concentraciones plasmaticas de hormonas tiroideas normales, o alguna de ellas
ligeramente elevada o disminuida (Jaquet y col, 1974; Rabello y col, 1974; Saberi y
Utiger, 1975; Fischer y col, 1977; Kiindt y col, 1979; Nemeroff y col, 1980; Lippman y
col, 1986; Amr y col, 1986).

En el hipotiroidismo primario, la respuesta secretora de TSH a la TRH esta
aumentada y aunque no es una regla, la magnitud de la secrecién de TSH esta

31



generaimente en funcién de las concentraciones circulantes de las hormonas tiroideas,
que constituyen el factor mas importante en el control del nimero de receptores
membranales de TRH del tirotropo que seran ocupados por el tripéptido. En el control
del numero de receptores a TRH participan al menos dos mecanismos generales: a)
uno relacionado con fa endocitosis del complejo TRH/receptor el cual puede ser lisado
o dar lugar a la respuesta fisiologica especifica; o bien reincorporarse a la membrana
plasmaética, al separarse de la TRH y b) por la estimulacién o inhibicién de los genes
que regulan la sintesis de los receptores de TRH. Entre los diferentes factores que
participan en la regulacion de la sintesis, el nimero y el recambio de los receptores de
TRH se inciuyen, ademas de las hormonas tiroideas, a la TRH misma y algunos
agentes que aumentan |a concentracidn intracelular de AMPc¢ (revisado por
Gershengorn y Osman, 1996). Se ha demostrado que las hormonas tiroideas
constituyen el factor mas importante en el control del nimero de receptores de TRH
(De Léan y col, 1977; Tonooka y Greer, 1980; Amr y col, 1986; Mori y col, 1988). Asi,
en el hipotiroidismo primario la disminucién de las hormonas tiroideas en el plasma, da
lugar a un incremento en el nimero de receptores de TRH del tirotropo, l0 que explica
en gran medida el incremento en la respuesta secretora de TSH a la TRH en los
individuos hipotiroideos. Por el contrario, un incremento de las hormonas tiroideas en
el plasma o en el medio de cultivo, inducen una disminucién en el nimero de
receptores a TRH (De Léan y col, 1977; Tonooka y Greer, 1980; Hinkle y col, 1981;
Amr y col, 1986; Mori y col, 1988). Por otro lado, Fujimoto y col (1991), han descrito un
efecto inhibidor de la TRH sobre sus propios receptores, sugiriendo que el fenébmeno
puede estar mediado por la protein-cinasa C, que induce una disminucién del mRNA
que codifica la sintesis de los receptores a TRH. Finalmente, lkeda y Greer (1993),
describieron que la perfusién continua de TRH en ratas hipotiroideas produce una
estimulacién inicial pasajera de la secrecion de TSH, la cual regresa a los valores
previos, permaneciendo en este estado refractario hasta que la dosis de TRH
perfundida se incrementa, produciéndose un incremento en la secrecién de TSH de
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menor magnitud que en la respuesta inicial, para disminuir nuevamente a las
concentraciones iniciales de TSH a pesar de la perfusiéon continua de mayor dosis de
TRH. Estos investigadores sugieren que la insensibilidad de los tirotopos a la
perfusion continua con TRH, puede deberse a la existencia de tirotropos con diferente
umbral de respuesta a la TRH. De los estudios anteriores, se puede decir que la
refractoriedad de la respuesta secretora de TSH a la estimulacion repetitiva con TRH
puede ser explicada en funcion de: 1) los niveles elevados de las hormonas tiroideas
secretadas en respuesta a la elevacién de la TSH inducida iniciaimente por ia TRH, las
cuales, por retroalimentacién negativa inhiben a nivel del tirotropo la secrecion de TSH
(Amr y col, 1986; Goodman, 1988b; Genuth, 1990c) y 2) el efecto inhibidor de la TRH
misma sobre el nimero de sus propios receptores en el tirotropo (Nemeroff y col, 1980;
Spencer y col, 1980 (citado por Toft, 1991), Morley, 1981; Fujimoto y col, 1991).

REACTIVIDAD CELULAR ADENOHIPOFISIARIA E HIPOTIROIDISMO PRIMARIO

La adenohipéfisis de las ratas normales ha sido clasificada como un 6rgano de
baja actividad proliferativa y ninguna renovaciéon celular (Leblond y Walker, 1956
(citado por Baker, 1974; Astier y col, 1980 y Childs y col, 1995). Sin embargo, la
participacion de la mitosis en el mantenimiento de la poblacién celular hipofisiaria es
sugerida por la presencia de mitosis ocasionales, de células en estado de
degeneracién y por el incremento que ocurre en el ndmero relativo de los tipos
celulares secretorios durante diferentes situaciones fisiolégicas; vgr, lactancia y ciclo
estral, o bien cuando los animales son sometidos a diferentes condiciones
experimentales como la tiroidectomia, castracién y adrenalectomia. Se ha aceptado en
forma general, que los factores que controlan la sintesis y secreciéon de las hormonas
del l6bulo anterior son los mismos que regulan la proliferacion de los diversos tipos
celulares que lo componen, es decir, las hormonas hipotalamicas hipofisotropicas por
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un lado y las hormonas de las glandulas periféricas por el otro (Pawlikowski y col,
1995).

La adenohiptfisis de diversas especies animales exhibe una gran reactividad
morfofuncional a una amplia variedad de estimulos, es decir, responde con profundos
cambios histolégicos y citologicos, asi como cambios en la intensidad de la sintesis y
secrecion de las diversas hormonas que produce (Purves, 1966; Herlant, 1964, Costoff,
1973; Baker, 1974). Asi, en la rata sometida a situaciones de deficiencia y por lo tanto
de gran demanda de una hormona determinada, como en el hipotiroidismo, el
hipogonadismo y el hipocorticismo suprarrenal, la adenohipdfisis responde
incrementando la sintesis y secrecién de las hormonas TSH, FSH, LH y ACTH
respectivamente. Esta hipersecrecion hormonal adenohipofisiaria se acompafa
ademas de cambios citologicos entre los que destacan: 1) la hipertrofia e hiperplasia
de un tipo celular especifico 2) cambios en el contenido celular de granulos secretorios
y 3) modificacién del nimero de otros tipos celulares. Los factores mas importantes
que participan en estas respuestas son, la deficiencia de las hormonas tiroideas,
gonadales y glucocorticoides adrenales (Herlant, 1964; Purves, 1966; Costoff, 1973,
Baker, 1974; Tixer-Vidal, 1975; DeFesi y col, 1979; Horvat y col, 1990; Astier y col,
1980), y las correspondientes hormonas hipofisiotropicas; TRH (Kunert-Radek y
Pawlikowski, 1975; Dubois y Hemming, 1991), GnRH (Sakai y col, 1988; Lewis, 1986)
y CRH (Westlund, 1985; Gertz, 1987; McNicol, 1988; Childs, 1995).

En el hipotiroidismo primario, ademés de la hipersecrecion de TSH, la hipertrofia
y la hiperplasia de los tirotropos, la reactividad hipéfisiaria también se acompafia de
una importante disminucién en la secrecién de GH (Peake y col, 1973; Varela y col,
1991; Morreale de Escobar y col, 1993) y del nimero de somatotropos (Costoff, 1873b;
Baker, 1974; Surks y col, 1977; DeFesi y col, 1979; Astier y col, 1980; Horvath y col,
1990).
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SECRECION DE TSH Y GH EN EL HIPOTIROIDISMO PRIMARIO

Secrecién de TSH.- La disminucién en las concentracién plasmética de las
hormonas tiroideas se conoce con el nombre de hipotiroidismo. Cuando esta reduccion
de debe a causas inherentes a la glandula tiroides, se le conoce como hipotiroidismo
primario. Entre los factores mejor conocidos que producen hipotiroidismo primario se
encuentran la agenesia o aplasia de la glandula, la tiroidectomia, la deficiencia de
yodo en ia dieta y la administracién de drogas que bloquean la captura de yodo por la
glandula (vgr, perclorato), o su organificacién al bloquear su incorporacién a las
moléculas de tirosina de la tiroglobulina (vgr, propiltiouracilo y metimazol) (Greenspan,
1994).

Los efectos de la tiroidectomia sobre la sintesis y secrecién de TSH han sido
descritos en la rata por Bakke y Lawrence (1964) y Spira y col (1979a, 1979b, 1981,
1986). Estos Gltimos autores describen los cambios cronoldgicos en el contenido
hipofisiario y concentracién plasmatica a TSH en el hipotiroidismo de larga duracién.
tnicialmente (4 dias), ocurre una caida en el contenido hipofisiario de TSH, con un
incremento posterior paulatino, de tal manera que tres meses después de la
tiroidectomia, el contenido hipofisiario de TSH regresa a los valores basales y continGa
elevandose hasta alcanzar un valor maximo (50% por encima de los animales testigo),
alrededor de los 4 meses después del tratamiento. A partir de los cuatro meses se
inicia un lento descenso en la concentracién de la hormona, de {al manera que a los
seis meses de la tiroidectomia, el contenido hipofisiario de TSH ha disminuido a los
valores encontrados en el grupo eutiroideo. Simultaneamente a los cambios
hipofisiarios, la tiroidectomia provocé cambios inmediatos en la concentracion
plasmética de TSH, la cual se increment6é uniformemente, de tal manera que a las
cuatro semanas alcanzé un valor maximo equivalente a 63 veces el valor inicial. A
partir de este momento se inicia un lento descenso en la concentracion plasmética de
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la hormona, aunque at cabo de seis meses de la tiroidectomia, las cifras son 30 veces
mayores que las del grupo testigo.

Spira y col (1979b, 1981), Spira y Gordon (1986) mostraron que una sola
inyeccién de T; a ratas tiroidectomizadas de cinco dias o tres meses de evolucion post
quirirgica, tiene efectos inhibitorios sobre Ia sintesis y secrecion de la TSH, con un
corto perfiodo de latencia (minutos). Sin embargo la inhibicion no ocurre
simultdneamente sobre ambos procesos. Primero se inhibe la secrecién, dando lugar a
que mientras el contenido hipofisiario de TSH aumenta sus cifras plasmaticas
disminuyen. La duracién y magnitud de estos efectos son dependientes de la dosis de
Ts. Resultados semejantes en ratas tiroidectomizadas, o tratadas con PTU y diferentes
dosis de T,, fueron descritos anteriormente por Bakke y Lawrence (1964).

El efecto de retroalimentacion inhibitoria de las hormonas tiroideas sobre la
sintesis y secrecién de TSH es bien conocido sin embargo, existen datos paradojicos
tanto en humanos como en animales hipotiroideos, en los que la administracion de
pequefas dosis de hormonas tiroideas en lugar de inhibir, estimulan la secrecion de
TSH (Sellers y col, 1953; Teir y col, 1956; Sellers y Schonbaum, 1957, Yamada, 1959;
Bakke y Lawrence, 1964; Aizawa y col, 1975 (citados por Tonooka y Greer, 1980),
Ridgway y col, 1979 (citado por Toft, 1991); Morley, 1981). Aunque no se conoce el
mecanismo de este fenémeno, se ha sugerido que la respuesta de la TSH puede
deberse al efecto estimulante que pequefias dosis de hormonas tiroideas ejercerian
sobre el metabolismo energético del tirotropo, lo que se traduce en un incremento de la
sintesis y secrecion de TSH (Morley 1981; Toft, 1991; Wondisford y col, 1996). Este
fenémeno no fué corroborado por Tonooka y Greer (1980).

Secrecién de GH.- El hipotiroidismo se acompafia de una marcada disminucién
de la secrecion de GH, efecto que es revertido por la administracion de las hormonas
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tircideas (Franklyn y col, 1986, 1987; Lloyd y col, 1990; Miki y col,1995; Tam y col,
1996). En el somatotropo las hormonas tiroideas estimulan la tasa de sintesis y
secrecion de la GH a través de la regulacién de la expresién de los receptores
membranales para el factor liberador de la GH (GHRF) (Miki y col,1995; Tam y col,
1996), asl como la maquinaria sintética de GH (Frankiyn y col, 1986, 1987; Lioyd y col,
1990).

A nivel hipotalamico las hormonas tiroideas también regulan la tasa de sintesis
y secrecion de otras hormonas hipofisiotropicas hipotalamicas (vide supra para la
TRH). Asl, la deficiencia de hormonas tiroideas induce por un lado, la expresién de los
genes que codifican para el factor liberador de la GH (Tam y col, 1998) y por el otro
inhibe la expresion de los genes que codifican para la somatostatina hipofisiotropica
(Tam y col,1996).

MORFOLOGIA HIPOFISIARIA EN EL HIPOTIROIDISMO PRIMARIO Y
EFECTOSDELAT;

Los cambios en la morfologia del I16bulo anterior de la hipéfisis durante el
hipotiroidismo primario son bien conocidos y estan ampliamente documentados. El
peso hipofisiario de las ratas hipotiroideas se incrementa en asociaciéon con [a
hipertrofia y la hiperplasia de los tirotropos, la aparicién de las llamadas células de la
tiroidectomia, y disminucién de los somatotropos (Costoff, 1973; Baker, 1974, Surks y
col, 1977; Horvath y col, 1990, y Ozawa, 1991). Conforme el hipotiroidismo progresa,
los cambios histolégicos y la tasa de proliferacion celular de los tirotropos, inicialmente
intensa, van declinando conforme se prolonga la deficiencia de hormonas tiroideas
hasta alcanzar, alrededor de los 30 dias, un estado de equilibrio estable. Un cambio
simultaneo, pero en sentido opuesto, ocurre con la replicacién de los somatotropos, los
cuales disminuyen en nimero hasta casi desaparecer (Surks y col, 1977; DeFesi y col,
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1979 y Astier y col, 1980). Estos cambios son revertidos por la inyeccién de hormonas
tiroideas (Baker, 1974; DeFesi y col, 1979; Astier y col, 1980; Horvath y col, 1990;
Ozawa, 1991). '

Astier y col (1980), al estudiar la cinética de la sintesis de DNA y su relacién con
la replicacion de los tirotropos y somatotropos durante el desarrollo del hipotiroidismo,
asi como su reversion al eutiroidismo por la administracién de T,, observaron que los
somatotropos y tirotropos de ratas hipotiroideas (tiroidectomizadas 30 dias antes)
tratadas con Ta (10 ug/100 g PC/IP) por 1, 2, 5, 10 y 20 dias, incrementaron a los 2y 5
dias del tratamiento, la incorporacién de timidina en los somatotropos 18 y 55 veces
respectivamente el valor de los testigos hipotiroideos (Fig. 5). El tratamiento continuo
durante diez dias, disminuyé ia incorporacién de timidina a un valor semejante al
encontrado al segundo dia de tratamiento. Aunque la incorporacién de timidina en los
somatotropos continué disminuyendo, al final del experimento la incorporacion fue
ocho veces mayor a la del grupo testigo hipotiroideo. Por otro lado, la incorporacion de
timidina marcada en los tirotropos al primero, segundo y quinto dia de tratamiento, no
se alter6 de manera significativa (Astier y col, 1980). Sin embargo, como se puede
observar en la Fig. 5 (Fig. 10 de su trabajo), la incorporacién de timidina en los
tirotropos en respuesta a la T3, aumentd hasta alcanzar al quinto dia, el doble del valor
pretratamiento. El tratamiento continuado de T, por 10 y 20 dias indujo, inhibicién de la
incorporacién de timidina en los tirotropos hasta alcanzar a partir del décimo dia,
valores menores al 10% con respecto al testigo hipotiroideo. Estos resultados nos
llevan a sugerir que en la rata tiroidectomizada, el tratamiento sustitutivo con T,,

estimula inicialmente la replicacion de los tirotropos.

Del trabajo anterior (Astier y col, 1980), también destaca que tanto durante el
desarrollo del hipotiroidismo como durante su reversion al eutiroidismo con T,, ademas’

de los cambios en la incorporacién de timidina en los tirotropos y somatortopos, en
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rats. Endocrinology, 106:1537-1548.
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estos estados tiroideos también ocurre una incorporacion significativa de timidina en
los demds fenotipos celulares (50% del total de la timidina incorporada en las células
hipofisiarias), sobre todo en las células foliculares, células agranulares y
principaimente en aquellas cuyo fenotipo no pudo ser identificado. Este resuitado nos
permite sugerir que en los diferentes estados tiroideos, la replicacion de estos
fenotipos celulares podria formar parte de fos mecanismos homeostéticos que regulan
las poblaciones relativas celulares de la hipéfisis.

Primeramente sugerido por Astier y col (1981), recientemente Ozawa Yy
Kurosumi (1993), informaron que en el hipotiroidismo, ademas de los cambios tipicos
en los tirotropos y somatotropos, ocurre atrofia de los mamotropos y que la
administracion simultanea de T, y TRH, revierte la atrofia de los mamotropos a la
normalidad o inclusive llegan a la hipertrofia. Cabe mencionar que en este ditimo

trabajo no se estudié la replicacion celular.

Todo lo anterior, apoya el concepto de que las hormonas tiroideas participan en

el control de Ia replicacién celular hipofisiaria.
EFECTOS MITOGENICOS DE LA TRH SOBRE LA ADENOHIPOFISIS

Las hormonas hipofisotropicas hipotalamicas GnRH, GHRH y CRH tienen
efectos mitogénicos especificos saobre los gonadotropos (Horacek y col, 1989; Sakai y
col, 1988), somaiotropos y mamosomatotropos (Stefaneanu y col, 1989) y corticotropos
(McNicol y col, 1988; Childs y col, 1995), respectivamente. En cambio, aunque el
efecto mitogénico de la TRH sobre la adenohipdfisis ha sido demostrado (Kunert-
Radek y Pawlikowski, 1975; Pawlikowski y Slowinska-Klencka, 1994), un efecto
especifico sobre la replicacion especifica de los tirotropos no ha sido confirmado
(Komolov y col, 1978, 1985; Rappay y col, 1980).
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Kunert-Radek y Pawlikowski (1975) describieron en ratas tiroidectomizadas de
10 dias de evolucion, que una dosis de TRH (25 pg IP) incrementa de manera
significativa el nimero de mitosis en el l6bulo anterior hipofisiario. Este aumento
observado a las 12 horas de Ia inyeccion de TRH, fue seguido de una disminucién de
la replicacion celular a las 24 horas. Estos mismos efectos se observaron en
fragmentos de hipéfisis de ratas eutiroideas en cultivo de érganos, asi como la
inhibicion del efecto proliferativo de la TRH por las hormonas tiroideas y la
somatostatina (Pawlikowski y col, 1975, 1978).

En 1994, Pawlikowski y Slowinska-Klencka, describieron nuevamente el efecto
mitogénico de la TRH cuando a animales eutiroideos se les inyecté una dosis elevada
del tripéptido (100 ug/kg de peso SC). El resultado fue un aumento significativo en la
incorporacién nuclear de la bromo-deoxiuridina (la cual es utilizada como marcador de
fa replicacién celutar). En este trabajo demostran ademas, que una substancia aislada
del colon de la rata y el ratén y estructuralmente parecida a la TRH (forma amidada del
factor inhibidor de la mitosis del colon, CMI-NH2, pGlu-His-Gly-NH2), también posee
efecto mitogénico sobre las células del I6bulo anterior de la hipéfisis. Recientemente
Pawelczyk y col, (1996), utilizando fa incorporacién nuclear de bromo-deoxiuridina,
describen que una inyeccion de TRH (100 pg/kg de peso) estimula significativamente
la proliferacion celular en la pars intermedia de la hipéfisis. Estos autores sugieren que
el efecto mitogénico puede ser indirecto debido a que: a) no se han descrito receptores
de TRH en las células de la pars intermedia b) la inyeccién de PRL o TSH per se
estimularon de una manera significativa la replicacion de las células de la pars
intermendia. Segun Komolov y col, (1978), el efecto proliferativo de la TRH sobre las
células del 16bulo anterior in vitro s6lo se observo en células “epitelioides™ y “células
parecidas a fibroblastos”, pero no en tirotropos. Komolov y col, (1980, 1985) describen
que en las células adenohipofisiarias en cultivo, la TRH estimula la sintesis total de
DNA pero no la replicacién de fenotipos celulares especificos y liegan a la conclusion
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de que la TRH posee efecto mitogénico en otros tipos celulares y que es solo efectiva
para inducir la secrecién de TSH y prolactina.

Heritier y Dubois (1993, 1994) observaron en cultivos de primordios hipofisiarios
(bolsa de Rathke) de embriones de rata de 11 dias de gestacion, que la incorporacion
de TRH o de GnRH o ambos al medio de cultivo, induce la diferenciacién de diversos
fenotipos celulares adenohipofisiarios, lo que indica que algunos factores
hipotaldamicos hipofisiotrépicos pueden inducir la diferenciacion de mas de un fenotipo
celular hipofisiario. Tomados en conjunto, estos estudios apoyan el concepto de que
algunas de las hormonas hipofisiotropicas hipotaldmicas poseen actividad mitogénica
sobre algunos fenotipos celulares especificos y otras como la TRH podrian tener un
efecto proliferativo sobre diversos tipos celulares de la adenohipdfisis.

ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA EXPERIMENTAL

De los mecanismos e interacciones hormonales entre los elementos del eje
hipotalamo-hip6fisis-tiroides e hipotalamo-hipéfisis-tiroides-somatotropos, descritos en
los parrafos anteriores, destacan los siguientes hechos:

1) Las hormonas tiroideas:

a) Ejercen un efecto de retroalimentacion negativa sobre la sintesis y secrecion
de la TSH y de la TRH hipotalamica hipofisotropica.

b) Inhiben el efecto proliferativo de la TRH sobre las células del 16bulo anterior
de la hipofisis.

¢) Modulan el efecto estimulante de ia TRH sobre la sintesis y secrecion de la
TSH.

d) Regulan la sintesis y secrecion de GH, el nimero de somatotropos y la

sintesis y secrecién de GHRH y somatostatina.
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2) A nivel hipofisiario la TRH:

a) Estimula la sintesis de TSH.

b) Es el factor estimulante de la secrecién de TSH.

¢) Estimula la sintesis de receptores de TRH en el tirotropo.
d) Estimula ia proliferacién de diversos tipos celulares.

e) Se sabe que Ia TRH estimula la secreciéon de GH.

3) Durante la instalacion del hipotiroidismo primario en la rata:

a) El balance de la tasa de sintesis/almacenamiento y secrecién de TSH exhibe
un curso temporal complejo, en el que iniciaimente predomina la secrecion sobre {a
sintesis y el almacenamiento; posteriormente ocurre una inversion del fenomeno y
predomina la sintesis y el almacenamiento sobre Ia secrecién; al cabo de seis meses
alcanza un balance permanente en el que nuevamente predomina la secrecion de TSH
sobre la sintesis y el almacenamiento.

b) Mientras persista la deficiencia de hormonas tiroideas, la sintesis y secrecién
de la GH disminuye rapidamente y permanece en estas condiciones.

4) Aunque el control inhibitorio que ejercen las hormonas tiroideas sobre la
sintesis y secrecién de TSH esta bien establecido, existe informacién en la que
paraddjicamente, el tratamiento substitutivo con hormonas tiroideas a pacientes o
animales hipotiroideos, da lugar a un incremento inicial en la secrecién de TSH. Se ha
especulado que esta respuesta se debe al incremento en el metabolismo energético de
los tirotropos estimulado por las hormonas tiroideas. Asi, es posible que exista un
estado funcional particular en que las interacciones mas sutiles de las hormonas
tircideas con el tirotropo determinan en que momento estas estimulan o inhiben la

secrecién de TSH.
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5) En la rata la celularidad adenohipofisiaria y en particular la de los tirotropos y
somatotropos, se caracteriza por:

a) En el eutiroidismo la relacién tirotropos/somatotropos es de =15 y
practicamente no ocurre la replicacién de los tirotropos.

b) Durante el desarrolio del hipotiroidismo, la relacion tirotropos/somatotropos
se invierte por la replicacién de los tirotropos y la disminucién de los somatotropos.

¢) En el hipotiroidismo de larga evolucién, la relacién tirotropos/somatotropos
alcanza un estado estable de = 2:1 hacia las 4 semanas post-tiroidectomia y persiste
en estas condiciones al menos durante un afio.

d) La administracién de hormonas tiroideas durante 15-20 dias a los animales
hipotiroideos, revierte a los valores eutiroideos las poblaciones celulares de tirotropos,

que disminuyen y la de los somatotropos, que se incrementan.

6) En las ratas hipotiroideas el incremento inicial y pasajero de la incorporacion
de timidina marcada por los tirotropos en respuesta al tratamiento con Ts, permite
sugerir que la replicacion celular pude ser parte de la respuesta de los tirotropos

durante la reversion al eutiroidismo.

7) Durante el desarrollo del hipotiroidismo, asi como durante su reversién al
eutiroidismo producido por la administracién de T, la mitad de la timidina marcada
incorporada en la adenohipéfisis se observé en las células foliculares, células
agranulares y principalmente en las que el fenotipo no pudo identificarse. Esto nos
lleva a sugerir que ademas de los cambios respectivos en los tirotropos, somatotropos
y mamotropos, los demés fenotipos celulares de la adenohipéfisis proliferan en
respuesta a los cambios en las concentraciones plasmaticas de las hormonas

tiroideas.



8) Segun la informacién disponible no ha sido bien estudiada la interaccion
entre las hormonas tiroideas y la TRH en el control del nimero de tirotropos y

somatotropos.

9) Durante el desarrollo del hipotiroidismo primario ocurre una situacién opuesta
entre la actividad metabélica de los tejidos periféricos, que disminuye, y la del eje
hipotalamo-tirotropo, que se incrementa, lo que resulta en:

a) el aumento de la sintesis y secrecién de TRH y TSH.

b) el aumento del niimero de receptores TRHérgicos del tirotropo.

¢) la hipertrofia e hiperplasia de los tirotropos.

10) En el hipotiroidismo crénico los cambios morfol6gicos adenohipofisarios asi
como la sintesis y secrecién de TSH alcanzan un estado estable; es posible que en el
hipotiroidismo crénico, las tasas de sintesis y secrecion de TRH también alcancen un

estado estable.

V. HIPOTESIS

1) Dado que ha sido demostrado el efecto mitogénico especifico de la GnRH,
GHRH y CRH sobre los gonadotropos, somatotropos y corticotropos respectivamente;
que el efecto mitogénico de la TRH sobre las adenohipéfisis parece ser inespecifico;
que durante el desarrollo inicial del hipotiroidismo la tasa de replicacion de los
tirotropos se incrementa significativamente y que la administracion de un pulso de TRH
incrementa aun méas el numero de células hipofisiarias que se dividen, el conteo
diferencial de los tirotropos y somatotropos en mitosis, nos permitira establecer si la

TRH posee o no un efecto mitogénico especifico sobre estos tipos celulares.
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Ya que al inicio del tratamiento del hipotiroidismo con hormonas tiroideas
primero estimulan la replicacién de los tirotropos, el conteo diferencial de las mitosis
en estos tipos celulares en respuesta a un pulso de T, nos permita establecer si la
proliferacion inicial de los tirotropos forma parte de la respuesta del hipotiroidismo al

tratamiento con hormonas tiroideas.

Por lo tanto, si en el hipotiroidismo la respuesta proliferativa inicial de los
tirotropos al tratamiento con T; es mediado por la Ts y por la TRH endégens, es
posible que la co-administracién de T, y TRH tengan un efecto sinérgico pasajero
sobre la replicacidn de los tirotropos.

En el animal hipotiroideo, el tratamiento con hormonas tiroideas estimula la
replicacién de los somatotropos. Si la TRH juega algun papel en la regulaciéon de la
replicacién de los somatoropos debera ocurrir un incremento de las mitosis en este tipo
de células en respuesta a la co-administracion de TRHy T,.

2) En el hipotiroidismo de larga evolucién, en el que la secrecién de TSH y la
tasa de recambio celular han alcanzado un estado estable, es posible que la
administracién de pequefias cantidades de hormonas tiroideas estimulen la sintesis y
secrecién de TSH por un mecanismo en el que las tironinas primero estimularian el
metabolismo energético del tirotropo, lo que se traduciria en un aumento de la sintesis
de TSH y del nimero de receptores de TRH, incrementando asi la sensibilidad de los
tirotropos a las diferentes acciones de la TRH. Dosis mayores de hormonas tiroideas
ejercerian los efectos inhibidores correspondientes. Si lo anterior es cierto, se puede
esperar que en el hipotiroidismo crénico, la administracién repetitiva de TRH no
afectara la replicacion de los tirotropos ni la secrecién de TSH, mientras que la
administracion de pequefias dosis de hormonas tiroideas las estimularan sélo de
manera discreta. Ademas, también es posible que ia co-administracion de TRH y
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pequefias cantidades de hormonas tiroideas estimulen mas intensamente [a

replicacién de los tirotropos y la secrecion de TSH.

3) Esta bien establecido que en el hipotiroidismo la sintesis y secrecion de GHy
el nimero de somatotropos disminuye y que la administracién de las hormonas
tiroideas revierte estos cambios. Si la TRH participa en el control de la replicacion de
los somatotropos, fa administracién de TRH y hormonas tiroideas a animales
hipotiroideos, incrementara el nimero de somatotropos en mitosis.

V. OBJETIVOS

1) Estudiar en ratas tiroidectomizadas de corta evolucion ios efectos de un pulso
de TRH, T, o TRH+T,, sobre la proliferacién celular adenohipofisiaria y en particular de

los tirotropos y somatotropos
2) Estudiar en ratas tiroidectomizadas de larga evolucion, los efectos de la

administracién repetitva de TRH, T, o TRH+T,, sobre la secrecién de TSH, la
proliferacién celuiar adenchipofisiaria y en particular de los tirotropos y somatotropos.
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Experimento |

Objetivo 1.- Estudiar en ratas tiroidectomizadas de corta evolucion los efectos
de un pulso de TRH, T, 0 TRH+T,, sobre la proliferacién celular adenohipofisiaria y en
particular de los tirotropos y somatotropos.

Justificacién.- Con este exerimento se pretende analizar si existe una
interaccién entre la T, y la TRH en el control de la proliferacion celular
adenochipofisiaria, en particular de los tirotropos y somatotropos en el hipotiroidismo de

corta evolucion.
VIl. MATERIAL Y METODOS

Animales y Tiroidectomia.- Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, de 7
semanas de edad (186121 g de peso). Previa anestesia con éter etilico, los animales

fueron tiroparatiroidectomizados quirGrgicamente.

Manipulacién Experimental.- Los animales tuvieron libre acceso al agua y al
afimento estandar (Purina chow para rata). El agua de beber se suplement con lactato
de calcio al 1%. Los ciclos de luz-oscuridad se ajustaron a 12X12 hs (luces
encendidas a las 7 hs) y la temperatura del cuarto a 23°x 2°C. Los testigos eutiroideos
se mantuvieron con agua corriente y alimento estandar. Todos los tratamientos se
iniciaron a los 15 dias de la tiroidectomia. Las ratas se dividieron en los siguientes
grupos de 5 animales cada uno:

1) Testigo Eutiroideo + Solucién salina

2) Tiroidectomizados + Solucién salina

3) Tiroidectomizados + TRH

4) Tiroidectomizados + T,

5) Tiroidectomizados + T,+ TRH
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Tanto al grupo testigo eutircideo como al sélo tiroidectomizado, se les
inyectaron 100 pl/SC de solucion salina fisiolégica 12 horas antes del sacrificio.
Basados en el estudio de Kunert-Radek (1975), en que el efecto proliferativo maximo
de la TRH (25 ug/IP) se observé a las 12 horas de la inyeccién del tripéptido y a que el
efecto inhibidor de las hormonas tiroideas sobre las funciones de los tirotropos inicia a
los pocos minutos y alcanza su méaximo al cabo de algunas horas (Spira y col, 1979),
se consider6 que 12 horas serian suficientes para hacer manifiestos los respectivos
efectos hormonales. Por lo tanto, la TRH (Sigma Chemical Co. St. Louis Mo. USA) se
administré en una sola dosis de 25 pg/rata/IP y la T, (Sigma Chemical Co. St Louis Mo.
USA) en una sola dosis de 10 pg/rata/IM. Todos los animales fueron sacrificados 12

horas después de los respectivos tratamientos.

Dada la reconocida propiedad de la colchicina para detener las mitosis en
metafase y permitir con ello un incremento en la eficiencia del conteo mitotico (Sakai y
col, 1988), 2 horas antes del sacrificio todos los animales recibieron, 0.5 mg/1 00 g de
peso/IP de colchicina (Aldrich Chemical Co. Inc. Milwauke, Wi. USA).

Sacrificio y Autopsia.- Los animales fueron decapitados bajo ligera anestesia
con éter etilico. Antes de remover las adenohipéfisis, fos l6bulos neurointermedios
fueron desprendidos y desechados. En seguida, los l6bulos anteriores fueron
extirpados, pesados y filados en formol neutro al 10% durante una semana.

Histologia.- Después de la deshidratacion con etanoles graduados, las
adenohipéfisis fueron incluidas en parafina y cortadas en secciones horizontales de 5-
6 pm de espesor. Secciones contiguas de cada glandula fueron tefiidas con
Hematoxilina-Eosina (H-E) o Acido peryddico-reactivo de Shiff-Hematoxilina (PAS-H).
Las hipéfisis fueron examinadas con un microscopio foténico (Nikon).

49



Inmunohistoquimica.- En tres animales de cada grupo tomados al azar, se
realiz6 la tincion inmunohistoquimica de los tirotropos y somamotropos, por el método
del complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vectastin ABC kit, Dimention Laboratories Inc.
Toronto, Ontario. Canada). Los anticuerpos primarios anti TSH y anti GH de rata
fueron donados por el NIDDK del NIH (Bethesda MD. USA). Los detalles para la
técnica inmunohistoquimica y los controles se encuentran descritos en Stefaneanu y
col, (1990).

Conteo Mitético.- Las células en mitosis fueron definidas como aquellas que
presentaron cromosomas claramente identificables y sin recubrimiento de ia membrana
nuclear. Las células en mitosis fueron contadas dos veces en cada laminilla tefiida con
H-E, PAS-H e inmunotefiidas para rTSH y rGH utilizando un objetivo de aceite de
inmersién a una amplificaciéon de 1000X (Woosley, 1991). Asi, para cada rata las
cuentas mitbticas se repitieron ocho veces sin que el observador tuviera conocimiento
del tratamiento previo respectivo. Las cuentas incluyeron las zonas central y lateral del
I6bulo anterior y se expresaron como la mediat EEM de las cuentas mit6ticas/mm?.

Para el conteo diferencial de tirotropos y somatotropos en mitosis se tomaron en
cuenta solamente aquellas células que ademas de estar en mitosis, presentaron una
clara inmunorreactividad para la TSH o la GH respectivamente. También se
cuantificaron las células en mitosis cuyo citoplasma no se tifié con ninguna de los dos
procedimientos y se nombraron células en mitosis no inmunotefiidas.

Anélisis de los Resultados.- Los resultados de todas las variables se expresan
como la media £ EEM. Las diferencias entre las medias de los diferentes grupos se
compararon utilizando el anélisis de varianza en una sola direccién (ANOVA), seguida
de la prueba de Tukey-Kramer. Un valor de p < 0.05 se consider6 significativamente
diferente. Los resultados de los conteos mitéticos, se analizaron por la prueba de
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diferencia de medias. Lo anterior se debe a gue no obstante que el nimero de mitosis
es una respuesta discreta que toma valores enteros no negativos, el analisis empirico
de los histogramas de cada grupo mostraron una tendencia a la normalidad.

Vil. RESULTADOS

Peso Corporal.- No se observaron diferencias significativas entre ios pesos de
las ratas de los diferentes grupos. (Testigo eutiroideo; 210.4¢12, Tiroidectomizados,
211.6+7, Tiroidectomizados + TRH; 187.645, Tiroidectomizados + T, 224.7113,
Tiroidectomizados +TRH + T,; 181112).

Peso Hipofisiario.- El peso hipofisiario de los animales tiroidectomizados fue
mayor que en los animales testigo. Las diferencias solo fueron significativas entre los
grupos Tiroidectomizados y Tiroidectomizados + T, (Testigo eutiroideo; 5.120.4 vs
Tiroidectomizados; 7.4+0.5, p< 0.01 y Tiroidectomizados + T, 7.840.4, p< 0.001

respectivamente).

Cuentas Mitéticas.- En la Tabla 1 se muestran los resultados de los conteos
mitéticos hipofisiarios totales y diferenciales de los tirotropos, somatotropos y células
en mitosis no inmunotefidas, de los diferentes grupos experimentales. En los animaies
eutiroideos ocurre la replicacion mitdtica. La tiroidectomia casi duplicéd el niumero de
células adenohipofisiarias en mitosis (p< 0.01). La administracién de T, a los animales
tiroidectomizados inhibié de manera no significativa la replicacién celular. La inyeccion
de TRH a los animales tiroidectomizados provocéd el aumento del nimero de mitosis
(45.6%, p< 0.01) al comparario con los séio tircidectomizados. La inyeccién de T, no
afect6 la respuesta mitética estimulada por la TRH sola.
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Tabla |.- Cuentas mititicas totales y nimero de tirotropos y somatotropos en mitosis y
células en mitosis no inmunotefiidas de adenohipéfisis de ratas tirvidectomizadas 15 dias
antes. Efectos de una sola dosis de TRH, T, 0 TRH+T,.

Mitosis/mm* NOmero de Tt, St y células no inmunotefiidas
Grupo Media + EEM en mitosis/mm’
Tirotropos  Somatotropos  No inmunotefiidas
Testigo Eutiroideo (TE) 4.2£0.3" 0.420.2" 2.310.3" 1.5
Tiroidectomizado (TX) 8.1:0.4° 2.720.7° 1.320.4" 4.1
TX+T, 5.8+0.4"° 1.840.3% 1.840.4" 23
TX + TRH 11.821.0° 1.820.6™ 2.240.8" 7.8
TX + T4 +TRH 12.4.11.4° 3.34:0.6° 2.106" 7

Las cuentas mitdticas se expresan como la media + EEM de 5 animales por grupo. Las medias
de los tirotropos y somatotropos en mitosis, se obtuvieron de cortes hipofisiarios de tres ratas
por grupo inmunotefiidas para rTSH y rGH respectivamente. El nimero de células no
inmunctefiidas en mitosis se determinaron restando de las cuentas mitSticas totales la suma de
los tirotropos y somatotropos en mitosis de los grupos respectivos. Las medias con diferente
letra dentro de la misma columna, son significativamente diferentes.
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Nimero de Tirotropos y Somatotropos en Mitosis.- La inmunotincion
permitio la identificacion precisa de los tirotropos y somatotropos tanto en mitosis como
en interfase (Figuras 1 y 2). En comparacién con el grupo testigo eutiroideo, en los
animales tiroidectomizados el nimero de tirotropos en mitosis fue 6.75 veces mayor
(Tabla ) (p< 0.01). La replicacién mitética de los tirotropos observada en los animales
tiroidectomizados no fue modificada por la inyeccién de T,, TRH o T,+TRH. Ninguno
de los tratamientos indujo cambios significativos en el nimero de somatotropos en
mitosis (Tabla 1},

Numero de Células en Mitosis No Inmunoteiiidas.- Este nimero se calculd
sustrayendo de las cuentas mitéticas totales la suma de los tirotropos y somatotropos
en mitosis. En comparacién con los animales eutiroideos, el nimero de células en
mitosis que dieron resultado negativo a la inmunotincion para TSH y GH, tuvieron las
siguientes tendencias: aumentd en los animales tiroidectomizados, tiroidectomizados
tratados con TRH o T,+TRH y no se modificé en los que sélo recibieron T,

Histologia.- Similar a lo descrito en la literatura, cambios obvios subjetivos
ocurrieron en la histologia hipofisiaria de los diferentes grupos experimentales. En
comparacién con el grupo testigo eutiroideo, los tirotropos y somatotropos de los
animales tiroidectomizados, respondieron de una manera opuesta; asi, mientras que
los tirotropos experimentaron degranulacion, vacuolacién, hipertrofia, hiperplasia y
transformacién en células de la tiroidectomia, los somatotropos ademas de perder sus
granulos citoplasmicos, disminuyeron en nimero. La administracion de T, sola, o
administrada simultdneamente con TRH, indujo una ligera regranulacién de los
tirotropos (Fig. 1) y somatotropos (observada solo en las laminillas tefiidas con la
técnica inmunohistoquimica para TSH o GH). Excepto por el mayor numero de células
en mitosis, la administracion de TRH sola, no modificé el cuadro histolégico, el cual fué
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Figura 1.- Inmunotincion para tirotropos (rTSH) en
un corte adenohipofisiario de rata Tx 15 dias
antes, tratada con 10 pg de T4 12 h previos al
sacrificio. La flecha muestra un tirotropo en
mitosis. Amplificacién = 1000X . Barra = 5 pm.

Figura 2.- Inmunotincion para somatotropos (rGH)
en un corte adenohipofisiario de rata eutiroidea.
La flecha indica un somatotrope en mitosis.
Amplificacién X1000. Barra = 5 pm.



indistinguible al del grupo solo tiroidectomizado. Cabe hacer notar que con excepcion
de los conteos mitéticos, los demas datos fueron apreciados s6lo de manera subjetiva.

VIii. DISCUSION

Los hallazgos de este experimento corroboran la hiperplasia de los tirotropos y
disminucién de la replicacién de los somatotropos en el hipotiroidismo de corta
evolucién (Costoff, 1973; Baker, 1974; Surks y col, 1977; DeFesi y col, 1979; Astier y
col, 1980; Horvath y col, 1990; Ozawa, 1991).

Muestran ademas que durante la instalacién del hipotiroidismo ocurre la
profiferacién de otro tipo de células, las que por sus caracteristicas inmunotintoriales se
designaron como células en mitosis no inmunotefiidas. Aunque es posible que algunas
de estas correspondan a tirotropos o somatotropos degranulados, también es posible
que Jas mitosis esten ocurriendo en otros tipos celulares tanto de naturaleza endocrina
(gonadotropos, corticotropos o mamotropos) como del tipo “indiferenciado”. Este
hallazgo también ha sido observado por Surks y De Fesi (1977) y Astier y col, (1980),
quienes describen que durante el hipotiroidismo, ademas de aumentar
significativamente la poblacion relativa de los tirotropos, que pasan del 10 al 30% y la
disminucién de los somatotropos del 55 al 17%, también encontraron cambios en el
conjunto de células formado por las células foliculares, agranulares y las que no se
pudieron clasificar en un fenotipo especifico, que aumentan del 8.5 al 23.5%. Estos
mismos autores no encontraron cambios significativos en las poblaciones relativas de

de gonadotropos, corticotropos y mamotropos.

El aumento en el nimero de mitosis observado en los tirotropos de los animales
tiroidectomizados y la tendencia a la disminucién en los somatotropos, estan en
concordancia con los hallazgos de Surks y De Fesi (1877) y Astier y col (1980), sobre
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el aumento de tirotropos y la disminucién de somatotropos observados 15 dias

después de la tiroidectomia.

Con base en nuestros hallazgos y lo publicado se puede pensar que la
replicaci6n normal de las células de la adenohipéfisis es regulada tanto por las
hormonas tiroideas como por la TRH. En condiciones de hipotiroidismo se mantiene
este mismo tipo de regulacién. Esta interpretacion concuerda con lo propuesto por
Kunert-Radek y Pawlikowski (1975) y por Pawlikowski y col. (1975), Komolov y col.
(1978, 1985) y Rappay y col. (1980).

Incrementos en la replicacién de células sin fenotipo definido, también han sido
descritos durante la instalacion del hipogonadismo e hipocorticismo primarios, en los
que ademas del incremento en la replicacién especifica de gonadotropos (Stadtler y
col, 1970) y corticotropos (Taniguchi y col, 1995), también se incrementa el nimero de
células que no puedieron clasificarse en un fenotipo secretor especifico. Ambos
grupos de investigadores coincidieron en llamarlas células ‘“totipotenciales® o
“indiferenciadas” y sugieren que podrian dar origen, una vez diferenciadas, a los

fenotipos celulares especificos correspondientes.

Nuestros resultados corroboran el efecto mitogénico de la TRH sobre fa
adenchipdfisis (Kunert-Radek y Pawlikowski, 1975; Pawlikowski y col, 1975, 1978,
Komolov y col, 1978, 1985, Rappay y col, 1980; Pawlikowski y Slowinska-Klencka,
1994; Pawelzyk y col, 1996). A diferencia del efecto mitogénico especifico de la GHRH
y GnRH y CRH sobre los somatotropos y mamosomatotropos (Stefaneanu y col,
1989), gonadotropos (Horacek y col, 1989; Sakai y col, 1988) y los corticotropos
(McNicol y col, 1988), respectivamente, nuestros resultados sugieren que el efecto
mitogénico de la TRH no es sobre los tirotropos, sino sobre las células en mitosis no
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inmunotefiidas. Esta interpretacion es apoyada por los hallazgos de Komolov y col
(1978, 1985) y Rappay y col (1980), quienes trabajando en cultivos hipofisiarios,
describieron que la TRH estimula unicamente la replicacion de células de naturaleza
“epitelioide” o “fibroblastica” y no tuvo efecto mitogénico sobre los tirotropos o
mamotropos. Todo lo anterior, apoya el concepto de que durante el hipotiroidismo, la
replicacidn o inhibicibn de tipos celulares especificos de la adenohipéfisis son
afectados de una manera diferencial, y que el concepto de la replicacion de células
“totipotenciales” o “indiferenciadas” hipofisarias continua siendo vigente (Oliver, 1975).

En el hipotiroidismo de corta evolucién, la administracién de hormonas tiroideas
bloquea o inhibe los efectos del hipotiroidismo, entre los que se encuentran; la
inhibicién de la secrecion de TSH, la inhibicion de la replicacion de los tirotropos
(Messier, 1969) y la estimulacién de la replicacién de los somatotropos. Mientras que
el efecto inhibidor de las tironinas sobre la secrecién de TSH es de latencia breve
(minutos) (Spira y col, 1979b, 1981; Spira y Gordon, 1986), el efecto inhibitorio de la
replicacion celuiar, sélo es significativo después de 24 hs (Astier y col, 1980). Nuestros
resuitados muestran que en el hipotiroidismo agudo la T, inhibe la replicacion de las
células en mitosis no inmunotefiidas. Esto nos lleva a sugerir que el efecto inhibitorio
de la T, sobre Ia replicacién de las células no inmunotefiidas es de latencia breve y los
efectos inhibitorios sobre la replicacion de los tirotropos y estimulacién de la
replicacidn de los somatotropos descritos en la literatura, se hacen significativos

después de las 12 horas.

A diferencia de la inhibicién del efecto mitogénico de la TRH por la T, descrita
por Pawlikowski y col (1975), en hipéfisis “in vitro”, en nuestro estudio la
administracion de T, no inhibié el efecto mitogénico de la TRH. Estas respuestas,
aparentemente contradictorias, pueden ser explicadas por las caracteristicas del
modelo experimental utilizado, el mecanismo de accién de las hormonas, las dosis
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utilizadas y los diferentes esquemas de tratamiento empleados. Mientras que en
nuestro estudio la T, y la TRH se administraron simultdneamente en un solo pulso,
Pawlikowski y col (1975) incubaron primeramente los fragmentos hipofisiarios con
dosis elevadas de T, y a las dos horas agregaron dosis también elevadas de TRH al
medio de cultivo, y el experimento terminé 12 horas después. Dado que el efecto
inhibidor de la T, sobre la sintesis del mMRNA que codifica para las cadenas o y p de fa
molécula de TSH, son claramente manifiestos a los 80 minutos (Franklyn y col, 1987),
es posible que la elevada concentraciéon de T, y el tiempo de exposicidn previa de la
tironina (2 horas) de los experimentos del grupo de Pawlikowski (Pawlikowski y
col,1975) hayan sido suficientes para bloquear el efecto mitogénico de la TRH a nivel
de los mecanismos nucleares que desencadenan la mitosis. En 1969, Messier
describi6 que la administracion de T, inmediatamente después de la tiroidectomia,
bloguea la reaccién proliferativa de los tirotropos a la deficiencia aguda de hormonas
tiroideas. En nuestro estudio, es posible que la falta de inhibicién del efecto mitogénico
de la TRH por la T,, se haya debido al menor periodo de latencia para el efecto de ia
TRH (con respecto a la T,), que estimularia primero los mecanismos que regulan la
replicacion celular, adelantandose en el tiempo al efecto inhibitorio de la T, sobre este
fenémeno. Sera necesario realizar otros experimentos para demostrar o rechazar esta

hipbtesis.

IX. CONCLUSIONES

De los resultados de este primer experimento se puede concluir lo siguiente:

1.- En ratas jéovenes eutiroideas, el recambio celular es mas activo en los

somatotropos que en los tirotropos.
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utilizadas y los diferentes esquemas de tratamiento empleados. Mientras que en
nuestro estudio la T, y la TRH se administraron simuitdneamente en un solo pulso,
Pawlikowski y col (1975) incubaron primeramente los fragmentos hipofisiarios con
dosis elevadas de T,y a las dos horas agregaron dosis también elevadas de TRH al
medio de cultivo, y el experimento terminé 12 horas después. Dado que el efecto
inhibidor de la T, sobre la sintesis del mMRNA que codifica para las cadenas o y p de la
molécula de TSH, son claramente manifiestos a los 60 minutos (Franklyn y col, 1987),
es posible que la elevada concentracién de T, y el tiempo de exposicién previa de la
tironina (2 horas) de los experimentos del grupo de Pawlikowski (Pawlikowski y
col,1975) hayan sido suficientes para bloquear el efecto mitogénico de la TRH a nivel
de los mecanismos nucleares que desencadenan la mitosis. En 1969, Messier
describié que la administracién de T, inmediatamente después de la tiroidectomia,
bloquea la reaccion proliferativa de los tirotropos a la deficiencia aguda de hormonas
tiroideas. En nuestro estudio, es posible que la falta de inhibicién del efecto mitogénico
de la TRH por la T,, se haya debido ai menor periodo de latencia para el efecto de la
TRH (con respecto a la T,), que estimularia primero los mecanismos que reguian la
replicacién celular, adelantandose en el tiempo al efecto inhibitorio de la T, sobre este
fenémeno. Sera necesario realizar otros experimentos para demostrar o rechazar esta

hipétesis.
IX. CONCLUSIONES
De los resuitados de este primer experimento se puede concluir lo siguiente:

1- En ratas jovenes eutiroideas, el recambio celular es mas activo en los

somatotropos que en los tirotropos.
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2.- En el hipotiroidismo de corta evolucién se incrementa la tasa de replicacion
celular debido a la replicacion mitética de los tirotropos y posiblemente a la de las
células no inmunotefiidas.

3.- Que la TRH tiene efecto mitogénico sobre la adenohipéfisis de ratas
tiroidectomizadas de corta evolucion.

4.- Que la TRH estimula la replicacién de las células indiferenciadas de la
adenohipdfisis.

5.- La TRH no posee efecto mitogénico especifico sobre los tirotropos.

6.- La replicacidn de las células del tipo “indiferenciado” participan en los

ajustes funcionales del eje hipofisis-tiroides.
7.- Que las hormonas tiroideas constituyen el factor mas importante en la

regulacion o modulacién de la replicacién celular de los tirotropos y de las células

“indiferenciadas”.
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Experimento |I

Objetivo 2.-) Estudiar en ratas tiroidectomizadas de larga evolucién, los efectos
de la administracién repetitiva de TRH, T, o TRH+T,, sobre la secrecién de TSH, la
proliferacién celular adenohipofisiaria y en particular de los tirotropos y somatotropos.

Justificaciéon.- El propésito de este exerimento es analizar las interacciones
entre la T, y la TRH en el control de la proliferacién celular adenohipofisiaria, en
particular de los tirotropos y somatotropos y la secrecién de TSH en el hipotiroidismo

de larga evolucion.

VI. MATERIAL Y METODOS

Animales y Cirugia.- Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200+ 30 g
de peso (2 meses de edad al inicio del experimento). Al momento de la cirugia, se
anestesiaron con eter etilico y se tiroparatiroidectomizaron quirGrgicamente(Tx).

Manipulacién Experimental.- Los animales se mantuvieron con lactato de
calcio en el agua de beber y alimento estandar para rata (Purina chow para rata) ad
libitum. Las luces del cuarto se ajustaron a ciclos de luz-oscuridad de 12 X 12 hs (luces
encendidas a las 7 hs) y una temperatura ambiente de 23°% 2°C. A los cuatro meses
de la cirugla, la dieta estandar se cambi6 a una dieta baja en yodo {(20% de caseinato
de calcio mas 80% de maiz quebrado (Perera, 1984). Los animales testigo se
mantuvieron con Purina estandar y agua corriente. Todos los experimentos se iniciaron
a los 5 meses de la Tx. Las ratas se dividieron en nueve grupos experimentales (12-

15 animales cada uno) de la siguiente manera:



1) Testigo Eutiroideo (TE) + Solucién salina
2) Tiroidectomizados (Tx) + Solucién salina
3) Tiroidectomizados+TRH

4) Tiroidectomizados+0.5 ug T,

5) Tiroidectomizados+TRH+ 0.5 ug T,

6) Tiroidectomizados+3 ug T,

7) Tiroidectomizados+TRH+ 3 ug T,

8) Tiroidectomizados+ 10 ug T,

9) Tiroidectomizados+TRH+ 10 pg T,

Tanto a los testigo eutircideo como a los soélo tiroidectomizados, se les
inyectaron subcutaneamente 100 pl de solucién salina fisioldgica 3 veces al dia/t0
dias. La Uitima dosis se administré 4 horas antes del sacrificio. A los grupos tratados
con TRH, el péptido se administré a razén de 100 ng/SC 3 veces al dia/10 dias (3 ug
totales/rata). La Ultima dosis se inyecté 4 h antes del sacrificio. La T, se inyecté por via
IM en dosis de 0.5, 3 0 10 pg cada tercer dia durante 10 dias. La dosis total por rata
fue 2.5, 15 y 50 ug para el grupo correspondiente. Los animales se sacrificaron 24 h
después de la Gltima inyeccion, coincidiendo con las 4 horas post administracién de la
TRH.

Para la determinacion de las cuentas mitéticas, a 3 animales de cada grupo se
les administré colchicina a razén de 0.5 mg/100 g de peso corporal/lP, 2 h antes del
sacrificio (Sakai y col, 1988).

Sacrificio y Autopsia.- Los animales fueron decapitados entre las 10-11 a.m.
bajo ligera anestesia con éter etilico y excepto los animales que fueron tratados con
colchicina, en los demas la sangre del tronco fue colectada, dejada coaguilar a

temperatura ambiente y centrifugada a 3500 rpm por 15 min. Los sueros separados se
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congelaron a -20°C hasta las determinaciones radioinmunométricas (RIA) de TSH, T4y
Ts. In situ se removieron y descartaron los I6bulos neurointermedios de las hipéfisis,
luego se extirparon los I6bulos anteriores, los que se pesaron en una balanza analitica

y se fijaron en formol neutro al 10% durante 1 semana.

Radioinmunoensayos (RIAs) de TSH, T, y T,.- Para la cuantificacién de la
TSH se utilizé el juego de reactivos rat TSH-RIA, proporcionado por el NIADDK del
The National Pituitary Agency, Baltimore Maryland, MD. E! estandar de referencia fue
el NIAMDD rTSH RP-2. En nuestro laboratorio las variaciones intra-ensayo e inter-
ensayo, han sido del 7% y 10% respectivamente (Acevedo, 1988). Para las
determinaciones de T,y Ts se utilizaron estuches comerciales de Diagnostic Products
Corp., Los Angeles, CA. Los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron del
6.5% y 8% parala T,y 7.5 y 14.2% para la T, respectivamente.

Histologia.- Las adenohiptfisis se incluyeron en parafina, y se cortaron
transversalmente en rebanadas seriadas de 5-8 ym de grueso. Secciones contiguas de
cada gldndula, se tifieron con Hematoxilina-Eosina (H-E), Acido peryédico-reactivo de
Schiff-Hematoxilina (PAS-H) o método de Heindeinhain. El estudio histolégico de las
hip6fisis, se realizé con un microscopio foténico (Nikon).

Inmunchistoquimica.- Para la identificacion inmunohistoquimica de los
tirotropos y somatotropos, se utilizd el método del complejo avidina-biotina-peroxidasa
(Vectastin ABC kit, Dimention Laboratories inc.). Los anticuerpos primarios contra
rTSH y rGH fueron donados por el NIDDK (Bethesda MD USA). Los detalles para la
técnica inmunohistoquimica y los controles, se encuentran descritos en Stefaneanu y
col, 1990).
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Conteo Mitético.- Las cuentas mitéticas se realizaron siguiendo los criterios
descritos por Woosley (1991), utilizando un objetivo de aceite de inmersion y una
amplificacion de 1000X. Sin el conocimiento del tratamiento previo respectivo, las
células en mitosis se contaron dos veces en cada laminilla teflida con H-E, PAS-H o
inmunotefidas para rTSH o rGH. Asi, para una rata dada, las cuentas mitéticas se
repitieron al menos 8 veces. Las cuentas incluyeron las partes central y laterales de la
adenohipéfisis y se expresaron como numero de mitosis/mm®. Recuérdese que las
cuentas mitéticas y el analisis histolégico solo incluye a 3 animales por grupo tratados
con colchicina. Excepto los grupos Tx + 3 pg de T, sin o con TRH, las hipdfisis de los
demds grupos fueron inmunotefiidas para rTSH y rGH.

Anélisis de los Resultados.- Los resuitados de todas las variables se expresan
como la media £ EEM. Las diferencias entre las medias de los diferentes grupos se
compararon utilizando el anélisis de varianza en una sola direccién (ANOVA) seguida
de la prueba de Tukey-Kramer. Un valor de p < 0.05 se considerd significativamente

diferente.

Los resultados de los conteos mitdticos, se analizaron por la prueba de
diferencia de medias. Lo anterior se debe a que no obstante que el nimero de mitosis
es una respuesta discreta que toma valores enteros no negativos, el analisis empirico
de los histogramas de cada grupo mostraron una tendencia a la normalidad.

Vil. RESULTADOS
Peso Corporal.- Ei peso corporal de los animales ftiroidectomizados fue

significativamente menor que el de los animales eutiroideos (Tabla [l). Los tratamientos
con T, TRH o T,+TRH, no tuvieron efectos adicionales sobre este parametro.
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Peso Hipofisiario.- A los cinco meses de la tiroidectomia, excepto el grupo
tratado con 0.5 ug de T+TRH, la comparacién de los pesos hipofisiarios entre el resto
de los grupos no mostré diferencias significativas. Con respecto a los grupos; testigo
eutiroideo, tiroidectomizados tratados con 3 ug de T, y tiroidectomizados tratado con
10 pg de T, sin o con TRH, el peso hipofisiario del los animales tiroidectomizados
tratados con 0.5 pg de T+TRH fue significativamente mayor (Tabla Il). En
comparacion con este Ultimo grupo, la administracién de dosis crecientes de T, sin 0
con TRH, indujeron una reduccién creciente y significativa det peso hipofisiario.

Cuentas Mit6ticas.- El numero de figuras mitéticas observadas en los animales
eutiroideos de 7 meses de edad fue significativamente menor que el de las ratas
eutiroideas de dos meses de edad (1.6 £ 0.3 vs 4.2 + 0.30, p<0.0001, f Student).

Como se muestra en la Tabla Il la tiroidectomia de 5 meses de evolucién no

incrementd significativamente las cuentas mitéticas adenchipofisiarias.

La administracién de TRH o de 0.5 g de T, a los animales tiroidectomizados no

indujeron cambios significativos en el nimero de mitosis (Tabla lil).

Los animales tiroidectomizados tratados con 3 o 10 ug de T, respondieron con
incrementos en el nimero de mitosis proporcionales a la dosis. La TRH administrada
simultaneamente con las respectivas dosis de T,, tuvo un efecto sinérgico, aunque no
significativo sobre la proliferacién mitética (Tabla ll). Mientras que la administracion de
3y 10 pug de T, (sin o con TRH), indujeron una disminucion de los pesos
adenohipofisiarios (Tabla Il), el nimero de células en mitosis se incrementé (Tabla l11).

Namero de Somatotropos y Tirotropos en Mitosis.- En los somatotropos de

las hip6fisis de los animales tiroidectomizados no se observaron figuras en mitosis.

64



Tabla Il.- Pesos corporal y del l6bulo anterior de la hipdfisis de ratas
con hipotiroidismo de 5 meses de evolucion. Efecto de la TRH, diferentes
dosis de T, sin o co-administrada con TRH.

Peso Corporal Peso del Lobulo
Grupo {9) Anterior Hipofisiario
(mg de Peso Humedo)

1.- Testigo Eutiroideo (TE) 408.2+ 13 7.86:067"
2.- Tiroidectomizado (Tx) 243.0+ 12" 8.4+ 060"
3.-Tx+TRH 227.8¢9" 8.0£0.73 "™
4-Tx+05ug T, 2255¢ 17" 9.1 047"
5.-Tx +0.5ug T+ TRH 272.84 27" 11.234 1.08 ™*
B8-Tx+30ugT, 250.1x 11° 7.7+ 0.18"
7.-Tx+3.0pg Te+ TRH 222.0:2" 7.3£0.54"
8-Tx+10pgT, 256.0: 9" 8.5:022"
9.-Tx+ 10 ug T, + TRH 2700t 8" 8.5£0.23"

Los valores se expresan como las medias + EEM. Las medias con diferente
letra dentro de la misma columna, son significativamente diferentes. n = 10-
12 ratas por grupo para ¢l peso corporal. n = 5-8 ratas por grupo para ks
pesaos hipofisiarios.
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Tabla lli.- Cuentas mitéticas tolales, nimero de somatotropos y tirotropos en mitosis y
células en mitosis no inmunotefiidas del idbulo anterior de la hipSfisis de ratas tiroidectomizadas
de 5 meses de evolucion. Efecto de TRH, diferentes dosis de T y diferentes dosis de T, + TRH.

Numero de Numero de St, Tt y células no inmunotefiidas
Grupo mitosis/mm’ en mitosis/mm*
Somatotropos  Tirotropos __ No inmunotefiidas

1.- Testigo Eutiroideo (TE) 1.6£0.3" 0.5x+0.3" 0.1610.1* 0.94
2 - Tiroidectomizados (Tx) 2.2+ 04" 0.0* 0.6620.6" 1.54
3-Tx + TRH 1.510.3" 0.0" 0.6610.3" 0.84
4-Tx+ 05ug T4 3.8%0.5" 1.640.3" 4.3116" —_

5.- Tx + 0.5 pg T++TRH 5.7% 0.4 0.5£0.5" 4.5:0.5™ 0.7
8.-Tx+30 pg T, 6.2+ 0.9™ NA NA NA
7.- Tx + 3.0 pg T(+TRH 8.2+ 1.1* NA NA NA
8- Tx+10 pg T4 8.3+ 1.5 35:25° | 25205 23
9.- Tx +10 pg T+TRH 10.0¢ 1.0° 7.0¢1.0™ 0.6:0.6™ 2.4

Las cuentas mit6ticos se expresan como la media £ EEM de tres ratas por grupo. Todos los
conteos se realizaron en cortes de hipdfisis inmunotefidas para rGH o rTSH. NA = No
Analizado. Las cuentas mitéticas de los gupos 6 y 7 se obtuvieron de los cortes histologicos de
hipofisis teflidas con H-E y PAS-H. El nimero de células en mitosis no inmunoteflidas se
determlnumws&ayendodelasmtasmnwcastddeshwmdelosmmy
tirotropos en mitosis de los grupos respectivos. Las medias con diferente letra dentro de la
misma columna son estadisticamente diferentes (p< 0.05).



Este cuadro no fue modificado por la inyeccion de TRH. La inyeccion simultanea de 10
ng de T,y TRH, tuvo un efecto sinérgico significativo del niumero de mitosis observado

en este tipo celular (Tabla IH).

En los animales tiroidectomizados el nimero de tirotropos en mitosis fue
semejante al encontrado en los animales eutiroideos. La administracion de TRH a los
animales tiroidectomizados no modific6 el nimero de tirotropos en mitosis. En
comparacion con el animal tiroidectomizado, la administracion de 0.5 de T, sola o
acompafiada de TRH, resultd en ambos casos en un aumento significativo en el

numero de tirotropos en mitosis (Tabla Ill).

El tratamiento a ratas tiroidectomizadas, con dosis altas de T, sin y con TRH, dio
lugar a que el nimero de tirotropos en mitosis fuera similar al de los animales sélo
tiroidecomizados (Tabla {ll).

Namero de Céluias en Mitosis No Inmunotefiidas. Este nimero se calculd
sustrayendo de las cuentas mitéticas totales la suma de los tirotropos y somatotropos
en mitosis. El nimero de células en mitosis que no se tifien con la reaccion
inmunocitoquimica para TSH y GH en la hipdfisis de los animales de siete meses de
edad es semejante al encontrado en los animales de 2 meses de edad (Tablas | y 1il).

En los animales tiroidectomizados aumenta el numero de células en mitosis que
no se tifieron con la reaccién inmunocitoquimica para TSH y GH. Este resultado no fue
modificado por el tratamiento con TRH, mientras que no se observaron este tipo de
células en los animales tiroidectomizados tratados con la dosis baja de T, Los
resultados obtenidos en ratas tiroidectomizadas que recibieron tratamiento simultaneo
con dosis bajas de T, + TRH son semejantes a los tiroidectomizados sin tratamiento.

En cambio, en los animales tratados con dosis elevadas de T, sin o con TRH, el
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numero de células en mitosis que no se tifieron con la reaccién inmunocitoquimica para
TSH y GH se incrementé un 50% aproximadamente (Tabla ll).

Obsérvese en la Tabla lll, que en el grupo tratados sélo con T, la suma de los
somatotropos, tirotropos y células en mitosis no inmunotefiidas es mayor al numero

total de mitosis (columna 1).

Histologia.- Similar a lo descrito en la literatura, cambos subjetivos obvios
ocurrieron en las hipéfisis de los diferentes grupos. En los animales con hipotiroidismo
crénico, los tirotropos y somatotropos mostraron los cambios tipicos de este estado:
degranulacion, vacuolizacién, hipertrofia y desarrolio de gran nimero de células de
tiroidectomia. En las figuras 3 y 4 se muestra la histologia hipofisiaria de un animal
eutiroideo (3A), tiroidectomizado 5 meses antes (3B, 4A, 4B) y tiroidectomizado 5
meses antes tratado con 10 pg de T, por diez dias antes del sacrificio (3C, 4C). La
gran mayoria de los tirotropos presentaron los caracteristicos granulos citoplasmicos
de Pearse PAS-positivos (lisosomas) (Fig. 5). Los somatotropos perdieron sus
granulaciones citoplasmicas y disminuyeron en nimero (Figs. 3B y 4B). Este aspecto
concuerda con lo descrito previamente por diversos autores (Herlant, 1964; Purves,
1966; Costoff, 1973; Baker, 1974; Tixer-Vidal, 1975; DeFesi y col, 1979; Astier y col,
1980; Horvat y col, 1990).

Aunque 10 dias de tratamiento no fueron suficientes, la administracion de T,
revierte dicho cuadro histolégico al eutiroidismo; disminucién de la cantidad de “células
de tiroidectomia”, incremento del numero de somatotropos y recuperacion de las
granulaciones citoplasmicas de los tirotropos y somatotropos (Figs. 3C y 4C).
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FIGURA 3

A) Seccion histolégica del I6bulo anterior hipofisiario de una rata
del grupo testigo eutiroideo. Nétese la gran cantidad de células
acidofilas (rosa, principalmente somatotropos) y entremezcladas las
células baséfilas (azul grisaceo). (H-E, X400) Barra = 5 ym para A, B
y C.

B) Seccion histolbgica del I6bulo anterior de la hipdfisis de una
rata tiroidectomizada 5 meses antes. La comparacion con la Fig. 3 A,
permite apreciar la hipertrofia y vacuolacion de los tirotropos asi
como la hiperplasia de este tipo celular, incluyendo las células de la
“tiroidectomia” (todas en azul grisaceo). Obsérvese la desaparicion
de la acidofilia (somatotropos). (H-E, 400X).

C) Corte histoiégico del i6bulo anterior de la hipéfisis de una rata
tircidectomizada 5 meses antes y tratada durante 10 dias con 3 ug de
T.+TRH. Obsérvese la regranulacion de las células aciddfilas. (H-E,
1000X).
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FIGURA 4

A.- Corte histologico del idbulo anterior de la hipdfisis de una rata
Tx de 5 meses de evolucidn. La flecha indica un Tt en mitosis. Otros
tirotropos en interfase, o vacuolados con escasos granulos
citoplasmicos inmunotefiidos (asterisco) también se observan.
Inmunotincién para rTSH . Amplificacion: 400X. Barra = 10 pm.

B.- Similar a A, pero inmunotefiida para rGH. Note la débil tincién
de los granulos dentro de los St y las grandes vacuolas
inmunonegativas (asterisco) dentro de los Tt. Amplificacién: 400X,
Barra = 10 pm.

C.- Seccion de una hipofisis de rata 5 meses después de la Tx y 10
dias de tratamiento con 10 pg de T,. Tanto los Tt {café) como los St
(negro) se han regranulado densamente. Doble inmunotincién para
rTSH y rGH. Amplificacion: 1000X. Barra = 5 um.
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FIGURA §

Seccién del l6bulo anterior de 1a hipdfisis de una
rata tiroidectomizada 5 meses antes y tratada durante 10
dias con 0.5 pug de T.. Nétense en el citoplasma de los
tirotropos las granuiaciones PAS *+" (rojizo tenue), asl
como los granulos gigantes (de color plrpura intenso)
también PAS “+" (llamados grénuios T de las células de
la “tiroidectomia). Los granulos T dentro de una célula en
mitosis sugieren que es un tirotropo (flecha). (PAS-H,
X1000). Barra= 5 pym.
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Concentraciones Plasméticas de Tironinas y TSH.- En los animales
tiroidectomizados de 5 meses de evolucion las concentraciones plasmaticas de T,y T
disminuyeron en un 75% y 50% respectivamente (p< 0.01) (Fig. 6, paneles a y b),
mientras que los de TSH se incrementaron 11.45 veces (p < 0.001). La administracion
de TRH al grupo tiroidectomizado, no produjo cambios en las concentraciones de estas
hormonas.

Por otro lado, la administracion de dosis bajas de T, no alcanzaron a
restablecer las concentraciones de T, al nivel eutiroideo, mientras que las de T; no se
modificaron. El tratamiento con 3 ug de T, elevaron las cifras de T, a niveles de
hipertiroidismo ligero, mientras que las de T, alcanzaron el valor eutiroideo.

El tratamiento con 10 ug de T, resulto en el incremento de las concentraciones
séricas de ambas tironinas a niveles de hipertiroidismo intenso. El tratamiento con TRH
y 0.5 ug de T, resulto en el incremento de las cifras circulantes de TSH casi en un
100%, con respecto al grupo tiroidectomizado (p< 0.001). En los grupos restantes, el
tratamiento simultaneo de T, y TRH no modifico los resultados observados en los

animales tratados sélo con T,.
VIil. DISCUSION

Los resultados de este experimento, confirman y amplian los estudios ahora
clasicos de Herlant (1964), Purves (1966), Costoff (1973), Baker (1974), Surks y Defesi
(1977), DeFesi y col (1979), Astier y col (1980), Horvath y col (1990), en los que se
muestra que en el hipotiroidismo de larga evolucion persisten la hipertrofia, un mayor
nimero de tirotropos y una disminucién de los somatotropos. En este estudio, la
semejanza entre las cuentas mitdticas de los grupos testigo eutiroideo vy
tiroidectomizado, muestra que no obstante los cambios en las poblaciones de
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Figura 6.- Efectos de la TRH, diferentes dosis de T, y la co-administracion de
diferentes dosis de T,+TRH, sobre las concentraciones séricas de TSH (Panel a),
Ts ¥ Ts (Panel b) en ratas tiroidectomizadas (Tx) 5 meses antes. Testigos
eutiroideos (TE) permanecieron intactos. TRH; 100 ng SC 3 veces al dia/10 dias.
T4 0.5, 3 0 10 pg MI cada tercer dia/10 dias. n = 9-10 ratas/grupo. Los valores se
expresan como la media £ EEM. ND = No detectable. Las letras diferentes encima
de las barras indican diferencias significativas entre ellas. En el panel b, de la a-c
corresponden alaTaydeladgala Ts.
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tirotropos y somatotropos en mitosis, la replicacién celular hipofisiaria en el grupo
tiroidectomizado alcanzé un estado estable, semejante al def grupo testigo eutiroideo.
La comparacion entre el grupo testigo eutiroideo de este experimento con el testigo
eutiroideo del Experimento | (jovenes vs adultos) (Tablas | y lil), muestra que la tasa de
replicacién celular es menor en los animales aduitos, confirmando asi que la
renovacién celular adenohipofisiaria disminuye conforme se envejece (Baker, 1974).

La presencia de dos hormonas diferentes en un mismo tipo celular ha sido
demostrado para la FSH y LH en los gonadotropos (Baker, 1974) y GH y PRL en los
mamosomatotropos (Stefaneanu y col, 1989). Horvat y col (1990) utilizando técnicas
de doble inmunotincidon a nivel de microscopia electronica y doble inmunotincion
histoquimica, describieron que durante la instalacion del hipotiroidismo primario ocurre
el fenébmeno de transdiferenciacion celular de somatotropos a tirotropos, durante el
cual, los granulos secretorios de los somamotropos se desplazan hacia la periferia y
son secretados, mientras que en el reticulo endopoplasmico rugoso empieza a
aparecer la TSH, cuyo proceso sintético continda hasta aparecer en 1os granulos de
secrecion substituyendo completamente a los de GH. Cambios opuestos ocurren en

los animales hipotiroideos tratados con Ts.

En nuestro estudio, los tratamientos con T, incrementaron el numero total de
células en mitosis en funcion de la dosis. La co-administracion de T, y TRH tuvo un
efecto sinérgico sobre este mismo pardmetro. Pequefias dosis de T, no afectaron la
replicacién de los somatotropos, estimulé la replicacion de los tirotropos e inhibié la
replicacién de las células en mitosis no inmunotefiidas. Pequefias dosis de T, + TRH
tuvieron efecto semejante al del grupo anterior sobre los somatotropos y tirotropos
excepto que sobre las células en mitosis no inmunotefiidas tuvo un efecto mitogénico
estimulante. Dosis elevadas de T, (10 ug) acompafiadas o no con TRH, afectaron
diferencialmente la replicacién de los somatotropos, que se incrementaron, y
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tirotropos, que disminuyeron y la replicacién de las células no inmunotefiidas que
también aumentaron.

En nuestro estudio, el tratamiento con 0.5 yg de T, durante 10 dias a los
animales tiroidectomizados, aunque insuficiente para modificar ios valores plasmaticos
de ambas tironinas y el nimero total de mitosis, si fue suficiente para inhibir la
secrecion de TSH y estimular la replicacion diferencial de los tirotropos. Sin embargo,
la suma de los tirotropos, somamotropos y células en mitosis no inmunotefiidas es
mayor que el nimero total de células en mitosis. Este resultado sugiere que una célula
en mitosis puede contener a ambos tipos hormonales o bien que ademés de estarse
transdiferenciando de somatotropo a tirotropo, también puede experimentar mitosis, lo
que explicaria la duplicacién en el conteo de algunas de las células en mitosis . La
aplicacion de técnicas de doble inmunotincién tanto a nivel de microscopia electrénica
como histoquimica en conjunto con la citometria de flujo, ayudarian tal vez a contestar

o desechar estas posibilidades.

Segln Astier y col (1980) la administracion de T, a animales tiroidectomizados
estimula la replicacion de otros tipos celulares (aparte de los tirotropos, somatotropos,
mamotropos, gonadotropos y corticotropos). Aunque por los resultados de nuestro
estudio no se puede descartar la posibilidad de que las células en mitosis no
inmunotefiidas sean tirotropos o somatotropos degranulados, el incremento en el
numero de mitosis tanto en ios somatotropos y en las células en mitosis no
inmunotefiidas de los animales hipotiroideos tratados con 10 pg de T,, apoyan el
concepto de que las hormonas tiroideas juegan un papel central en el control de la

proliferacién célular adenchipofisiaria.

El efecto mitogénico de la TRH sobre las células adenohipofisiairas ha sido
demostrado tanto in vivo por Kunert-Radek y Pawlikowski (1975), Pawlikowski y
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Siowinska-Klencka (1994) y por nosotros (vide supra), asi como in vitro por
Pawlikowski y col (1975, 1978), Komolov y coi (1978, 1985) y Rappay y col (1980). Los
estudios de Komolov y col (1978, 1985) y Rappay y col (1980) en los que se
emplearon células dispersas de hipofisis en cultivo, mostraron que la TRH tiene un
efecto mitogénico general sobre la adenohipéfisis y ninglin efecto sobre la replicacion
especifica de los tirotropos. En nuestros resultados la administracion de TRH a los
animales con hipotiroidismo crénico no tuvo efecto mitogénico sobre ninguno de los
tipos celulares estudiados. Esta contradiccion entre el efecto proliferativo de la TRH
observado en el hipotiroidismo agudo y en las células de hipéfisis en cultivo y la
ausencia de este efecto en el hipotiroidismo cronico observado en nuestro
experimento, puede ser explicado en parte por la presencia de las hormonas tiroideas.

Asi, es posible que en el hipotiroidismo de 15 dias, todavia esten circulando
pequefias cantidades de hormonas tiroideas (Van Middlesworth, 1874), y que los
efectos remanentes de las hormonas tiroideas sobre las funciones celulares persisten
mayor tiempo, lo que apoya la idea de que al evaluar el estado tiroideo se deben
considerar no solo las concentraciones plasmaticas de las hormonas tiroideas
(McNabb, 1992c).

La presencia de hormonas tiroideas en los medios de cultivo también
explicarian los efectos mitogénicos de la TRH en células adenchipofisiarias en cultivo,
ya que ios cultivos hipofisiarios fueron complementados con suero completo, que se
sabe contienen hormonas tircideas. Esta interpretacion es apoyada por el efecto
mitogénico de la T, cuando se administr6 sola y el efecto mitogénico sinérgico que se
observé en los animales con hipotiroidismo crénico con la administracion simultanea
de T,+TRH.
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Nuestros resultados permiten sugerir que en el hipotiroidismo crénico: a) per se
la TRH no posee efecto mitogénico, b) que los efectos mitogénicos de la TRH son
dependientes de la presencia de hormonas tircideas y c) que el efecto mitogénico de
la TRH es sobre los somatotropos y las células no inmunotefiidas.

Los valores de las concetraciones séricas de la hormona tiroideas en ios
animales tiroidectomizados fueron mayores a las concentraciones esperadas. No se
tiene una explicacién para este resultado, a menos que se piense que la T, sea
liberada lentamente a partir de sitios de reserva no descritos hasta el momento.

Los presentes resuitados también muestran que la T, ejerce un efecto
diferencial entre la sintesis-secrecion de TSH y la replicacion celular. La mayoria de
los estudios sobre el control de la secrecién de TSH, analizan la "secrecién” de la
hormona dando por sentado que tanto la sintesis como la liberacién estan acopladas y
pueden ser consideradas como una unidad. Es posible que este concepto sea valido
cuando ambos fenémenos se encuentran en equilibrio, es decir cuando la intensidad
de la sintesis es equivalente a la secrecion, ésto sin importar si los mecanismos que
las regulan sean los mismos (McNabb, 1992a). Con base en [os estudios de Spira y col
(1979a, 1979b, 1980 y 1986) sobre la sintesis y secrecion de TSH, los de Astier y col
(1980) y DeFesi y col (1981) sobre las poblaciones hipofisiarias de tirotropos y
somatotropos en animales tiroidectomizados, asi como nuestros resultados sobre la
replicacion celular y secrecién de TSH, se puede pensar que, al igual que ocurre en el
grupo testigo eutiroideo, en los animales tiroidectomizados los procesos de
sintesis/secrecién, poblaciones celulares y replicacion celular, se encuentran en
equilibrio. La disociaciéon observada entre la inhibicién de la secrecién de TSH y el
incremento en el porcentaje relativo de los tirotropos en mitosis en respuesta a la dosis
méas baja de T, tiene mditiples explicaciones. Resulta razonable proponer que estas
pequefias dosis de hormona tiroidea en el tirotropo estimula la maquinaria responsable
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de la replicacién celular, la sintesis y el aimacenamiento de TSH pero no su secrecion
y también el nimero de receptores a TRH.

A diferencia de lo descrito por Sellers y col (1953, 1957); Teir y col (1956) y
Yamada (1959) (discutidos por Tonooka y Greer, 1980; Morley, 1981; Scanlon y Toft,
1996), en nuestro estudio no se observé el incremento paradéjico de la secrecion de
TSH de los animales tiroidectomizados en respuesta al tratamiento con las diferentes
dosis de T,. Una posible explicacion seria que en nuestro experimento los animales
cursan con un hipotiroidismo profundo, por lo que la TRH endégena no tendria efecto
sobre la secrecion de TSH. Si esto es cierto, la administracion de pequefias
cantidades de T, sensibilizaria a los tirotropos al efecto secretagogo y mitogénico de la
TRH. Esto ocurri6 en el grupo que recibié simultaneamente 0.5 ug de T,+TRH, en el
que tanto la replicacién de los tirotropos y las concentraciones séricas de TSH se

incrementaron significativamente.

Que la co-administracién de bajas dosis de T,+TRH se acompafiara, al cabo de
4 horas post TRH, de cifras elevadas de TSH circulante, permite sugerir que en el
hipotiroidismo primario, la TRH induce la sintesis de formas mas glucosiladas de TSH,
hecho que les confiere una vida media mas prolongada (Ponsin y Mornex (1983);
Taylor y Weintraub (1985); Constant y Weintraub (1986); Wondisford y col (1996)).
Esta observacion, aunada a la ausencia de efectos secretagogos y mitogénicos de la
TRH cuando se administré sola, apoya la nocion de que la TRH y las hormonas
tiroideas interactian a nivel del tirotropo y determinan su estado funcional, controlando
la sensibilidad del propio tirotropo a la accién de elias mismas, asi como a la accién de
otros factores hipofisiotropicos.

Los efectos inhibitorios de las dosis altas de T, sin y con TRH, sobre la
secrecion de TSH, la replicacion de los tirotropos y la estimulacion de los
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somatotropos confirman las bien conocidos efectos de retroaccién de las hormonas
tiroideas sobre la hiptfisis (Bakke y Lawrence, 1964, Spira y col, 1979,1986; Tonooka
y Greer, 1980; Franklyn y col, 1986, 1887; Emerson y col, 1989; Amr y col, 1986; Gurr
y col, 1990; Shupnik and Ridway, 1987 revisado por Scanlon, 1996 ; De Léan y col,
1977, Hinkle y Perrone, 1981; Nemeroff y col, 1980).

Cabe destacar que nuestros resultados también apoyan el concepto de que las
hormonas tiroideas constituyen el factor mas importante en el control global de las
funciones del tirotropo (McNabb, 1992; Jackson, 1994), y participan en el control de las
funciones del eje hipotalamo-somatotropos (De Gennaro y col, 1888 ; Varela y col,
1991; Miki y col, 1982; Morreale de Escobar y col, 1993; Rodriguez Garcia y col,
1995).

IX. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio, concuerdan con el bien conocido efecto
regulatorio, permisivo o ambos de las hormonas tiroideas sobre la replicacion y
actividad biosintética de los tirotropos y somatotropos hipofisiarios (DeFesi y col, 1979,
Astier y col, 1980; Samuels y col, 1988; Davis, 1991; McNabb 1992), y permiten

concluir que en el hipotiroidismo de larga evolucién:

1) La tasa de recambio celuiar adenohipofisiaria es semejante al del animal
eutiroideo.

2) La T, en pequefias cantidades, posee efecto mitogénico sobre los tirotropos,
mientras que en dosis elevadas inhibe a los tirortopos y estimula la replicacion de los
somatotropos y a las células del tipo “indiferenciado”.

3) La TRH sola no tiene efecto mitogénico sobre la adenchipofisis.

ESTA TESIS NO DEBE
SALR OF LA BIBLIGTECA



4) La TRH junto con dosis elevadas de T, tienen un efecto mitogénico sinérgico
sobre los somatotropos e inhibitorio sobre los tirotropos.

5) Las hormonas tiroideas participan en el control de las funciones dei los
tirotropos, somatotropos y posiblemente sobre las funciones de las células del tipo
“indiferenciado”.

80



CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

De los resultados de esta tesis, se obtuvieron las siguientes conclusiones:

En ia adenohipofisis de las ratas eutiroideas:.

1) La tasa de renovacibn celular mas activa ocurre en las células

“indiferenciadas” y en los somatotropos y menos en los tirotropos.

2)La tasa de renovacién de los somatotropos, tirotropos y células en mitosis no

inmunotefiidas disminuye conforme se envejece.
En la adenohipéfisis de las ratas con hipotircidismo agudo:

1) La tasa de replicacion celular se incrementa en base a ia replicacion mitética

de los tirotropos y de las céiulas no inmunotefiidas.
2) La TRH estimula la replicacién de las células en mitosis no inmunotefiidas.
3) La TRH no posee efecto mitogénico sobre los tirotropos.

4) Al parecer, las células en mitosis no inmunotefiidas participan en los ajustes

de las poblaciones celulares.

5) La deficiencia de hormonas tiroideas estimula la replicacion mitética de los

tirotropos y de las células en mitosis no inmunotefiidas.
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6) La deficiencia de hormonas tiroideas y la TRH co-participan en la
estimulacién de la replicacién de las células en mitosis no inmunotefidas.

En la adenohipéfisis de las ratas con hipotiroidismo cronico:

1) La tasa de recambio celular alcanza un equilibrio semejante al del animal
eutiroideo.

2) En pequefias dosis, la T, posee efecto mitogénico sobre los tirotropos,
mientras que en dosis elevadas inhibe a los tirortopos y estimula la replicacion de los
somatotropos y a las células en mitosis no inmunotefiidas.

3) La TRH per se, no tiene efecto mitogénico sobre la adenohipdfisis.

4) La TRH junto con dosis elevadas de T, tienen un efecto mitogénico sinérgico
sobre los somatotropos e inhibitorio sobre los tirotropos.

Ademas de las conclusiones anteriores, nuestros resuitados sugieren que:

1.- Junto con los cambios en la replicacién de los fenotipos celulares
especificos, la replicacién de las células en mitosis no inmunotefiidas parece jugar un
papel importante en los mecanismos de adaptacién de la adenohipdfisis, estimulados
por las demandas fisiolégicas o desbalances hormonales en los cuales esta

involucrada.

2.- Mas estudios se requieren para establecer si las células en mitosis no
inmunotefiidas corresponden a un grupo de células totipotenciales, o a diferentes
lineas celulares que son reclutadas en respuesta a diversas condiciones endocrinas.
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3.- El fenémeno de la transdiferenciacién celular y la replicacion mitética podrian
estar ocurriendo simultaneamente.

4.- Lo anterior apoya que las antiguas hipGtesis sobre los cambios celulares de
la adenchipdfisis también pueden ocurrir por transdiferenciacion celular, reclutamiento
de células indiferenciadas y replicacion de células totipotenciales.

El conocimiento de los mecanismos a través de los cuales ocurren los ajustes
celulares de la adenohipdfisis a las diversas situaciones endocrinas en las que esta
involucrada, nos ayudard a conocer los procesos fisiopatolégicos que desencadenan
la aparicion de los diferentes tipos de tumores adenchipofisiarios.

Por todo lo anterior se puede apreciar que aun queda un largo camino por

recorrer, camino en el que ftrataremos de seguir avanzando segun nuestras
posibilidades.
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Abstract

The question of whether thyroxine (T,) and TRH have a
mitogenic effect on pituitary thyrotrophs and somatotrophs
in thyroidectomized rats was investigated. Mitoses were
counted in hematoxylin—eosin-stained or periodic acid-
Schiff-hematoxylin-stained pituitary slides or immuno-
stained for TSH or GH using male rats thyroidectomized
for 5 months. Ten days before they were killed groups of
rats were injected with different doses of T, (0-5, 3 or
19 pg i.m. every second day for 10 days), TRH alone
(100 ng s.c. three times a day for 10 days), or T, plus TRH
(same doses as above}. Mitoses (stopped with colchicine)
were counted in 1 mm” areas at z magnification of
X 1000. In thyroidectomized rats, mitoses were not sig-
nificandy increased and treatment with TRH or 05 pg T,
alone in thyroidectomized rats did not affect mitotic
counts. In thyroidectomized rats treated with higher doses
of T,, mitases were increased in a dose-dependent fashion.
Simultaneous administration of TRH and T, had a sig-
nificant synergistic effect on pituitary mitoses in a T,
dose-dependent manner. The treatments also had differ-
ential effects on the relative percentages of cellular types in
nutosis. Thus, 60% somarotrophs and 12:5% thyrotrophs
were found in the euthyroid group. In thyroidectomized
and thyroidectomized plus TRH groups, no somatotrophs
in mitosis were seen, while thyrotrophs were 28-5% and

33-3% respectively. In thyroidectomized rats treated with
low doses of T,, somatotrophs and thyrotrophs in mitesis
increased to 38:4% and 80% respectively and, with
simultaneous administration of a low dose of T, plus TR H,
although less effective than T, alone, mitosis increased
in somatotrophs and thyrotrophs to 11-1% and 54-5%
respectively. A high dose of T, alone did not increase the
mitotic figures in somatotrophs (38:8%), while it dimin-
ished the percentage of thyrotrophs to 25%. The admini-
stration of high doses of T, plus TRH had an opposite
effect on the mitotic figures of somatotrophs and thyro-
trophs and thus the percentage of somatotrophs increased
to 50% while thyrotrophs decreased to 5:5%. Ten days
of treatment with T, were insufficient to reverse the
histology to euthyroidism. It can be concluded that
in long-standing hypothyroidism: (1) thyroid hormone
replacement elicits a dose-dependent and differential pro-
liferative response on pituitary thyrotrophs and somato-
trophs, (2) TRH is devoid of mitogenic effects when
administered alone and (3) the proliferative response of
somatotrophs to T, is enhanced by its co-administration
with TRH, suggesting a permissive and/or synegistic
effect of the thyroid hormone and TRH. :
lournal of Endocrinciogy (1997) 154, 149-153

Introduction

Pitaitary morphological changes in primary hypothy-
roidism are well known. The pituitary weight of hypothy-
rond rats increases in association with both the hypertrophy
and hyperplasia of thyrotrophs and the diminution of
somatotrophs (for reviews see Costoff 1973, Baker 1974,
Surks & DeFesi 1977, Horvath et al. 1990). Furthermore,
these changes which are accompanied by increased
thyrotropin-releasing hormone (TRH) secretion (R.ondeel
er al. 1992) and reversed by the administration of thyroid
hormones (Baker 1974, DeFesi et al. 1979, Astier et al.

lournal of Fndocrinology (1997) 154, 149-153
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1980) reach a steady state after long-standing hypothy-
roidism (Surks & DeFesi 1977, DeFesi et al. 1979, Astier
et al. 1980), thus indicating that the pituitary cell pro-
liferative rate declines as thyroid hormone deficiency
progresses. These findings and the pituitary mitogenic
effects of TRH in both short-term hypothyroid racs
(Kunert-Radek & Pawlikowski 1975} and in in wvitro
conditions in which fetal serum is present (Pawlikowski
et al. 1975), are consistent with the interpretation that
during the development of chronic hypothyroidism, thy-
rotd hormones can still influence the sensitivity of the
pituitary cell population to the proliferative effects of

€ 1997 Journal of Endocrinology Ltd  Printed in Great Britain

F

149




150 A QUINTANAR-STEPHANO and ¢ VALVERDE-R

Pituitary mitogenic effects of T, and TRH

TRH. If this is so, one can expect that in protracted
hypothyroidism administration of TRH alone does not
affect thyrotroph replication. Thyrotd hormones alone may
stightly enhance thyrotroph replication whereas, when
combined with TRH, they may exert a stronger pro-
liferative effect. This hypothesis was tested by treating rats
which had been thyroidectomized for 5 months with
TRH for 10days, as well as with different doses of
thyroxine (T,) with or without TRH. We found that, in
chronic hypothyroidism, TRH alone or low doses of T,
did not stimulate mitoses. Low doses of T, plus TRH
increased the number of mitoses in both thyrotrophs and
somatotrophs. Higher doses of T, decreased thyrotroph
mitoses while they were increased in somatotrophs. A high
dose of T, plus TRH had a synergistic effect on mitoses of
pituitary somatotrophs.

Materials and Methods

Wistar male rats (2 months old and 200+ 30g) were
rendered hypothyroid by thyroparathyroidectomy. Ani-
mals were maintained with 1% calcium lactate (drinking
water} and standard Purina chow available ad libitum under
a 12 h light:12 h darkness cycle. The standard diet was
changed to a low iodine diet (20% calcium caseinate
plus 80% broken corn) 4 months after surgery. Contol
rats were maintained on standard Purina chow and tap
water. All experiments were conducted after 5 months
of thyroidectomy. Rats were divided into the following
nine groups {n=12-15): euthyroid control (EC); thyroid-
ectomized contral (TxC); Tx+TRH; Tx+0-5pug T,;
Tx+TRH+05pg T, Tx+3pg T, Tx+TRH+3 pg
Ts Tx+10pg T,; Tx+TRH+10ug T,. Both the EC
and TxC groups were injected s.c. with 100 pl physiologi-
cal saline solution three times a day for 10 days. In those
groups treated with TRH (Sigma Chemical Co., 5t Louis,
MO, USA), the peptide was administered s.c. in a dose of
100 ng three times a day for 10 days. The last dose was
injected 4 h before the animals were killed. In the other
groups, a single dose of T, (Sigma Chemical Co.) was
injected i.m. every other day for 10 days, 2nd the animals
were killed 24 h after the last injection.

For the assessment of mitotic counts, three animals from
each group were given colchicine {Aldrich Chemicals) in
a single i.p. dose of -5 mg/100 g body weight 2 h before
death (Sakai ¢f ol 1988). All animals were decapitated
between 1000 and 1100 h under light ether anesthesia.
While remaining in the sella, the neurcintermediate lobe
was immediately removed and the anterior lobe was
rapidly excised, weighed and fixed in 10% buffered
formalin for 1 week. After dehydration with graded
ethanol, tissues were embedded in paraffin and 5-6 pm
thick serial horizontal sections were prepared. Contiguous
sections for each gland were stained with hematoxylin—
eosin (H-E), periodic acid-Schiff~-hematoxylin (PAS-H)
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or the Heindeirnthain method, or immunostained for thyro-
tropin {TSH) or growth hormone {GH). For immuno-
histochemical analysis, the avidin—biotin—peroxidase
complex method was applied using a kit (Vectastin ABC
kit; Dimension Laboratones Inc.). Primary antibodies
raised against rat GH (rGH) and rat TSH (rTSH) (kindly
donated by NIDDK, Bethesda MD, USA) were used. The
details of the immunohistochertical technigue and control
protocol have been described elsewhere (Stefaneanu er al.
1990). The total number of immunoreactive thyrotrophs
and somatotrophs 1n mitosis was expressed as the percent-
age of total cells in mitosis within the same area in each
experimental group. The pituitaries were examined by
light microscopy at a magnification of % 1000 using an
oil-tmmersion lens. Mitotic cells were defined as those
which had clearly identifiable chromosomes. Mitoses were
counted twice in each slide stained with H-E and PAS-H,
and immunostained for GH and TSH. Thus, for a given
rat, the tnitotic counts were repeated eight times. Counts
including the central and lateral zones of the antenor lobe
are expressed as mitotic counts/mm?®. Note that, even
when the present study reports the body and pituitary
weight from seven to ten animals per group, the mutotic
counts and histological analysis comprse data from three
animals per group, all of which were treated with colchi-
cine. Mitoses in animals not treated with colchicine were
scarce and their identification was difficult. Immunostain-
ing was performed in all groups except for the rats treated
with Tx+3 pg T, with or without TRH. Results are
expressed as the mean + 5.E.M. The differences between
means were compared with one-way ANOVA followed
by Student—Keuls multiple comparison test. A value of
P<(-05 was considered statistically significant.

Results

Anterior pituitary weight

Whereas there was no discernible effect of TRH on
anterior pituitary weight, T, exerted a differential and
dose-dependent effect. As summarized in Table 1, after
5 months of thyrcidectomy the anterior pituitary weight in
TxC animals was 1-84-fold larger than in the EC group.
This increase was enhanced (1-17-fold that of the TxC
group) at the low dose of T,, whereas a significant
(P<0-01) suppressive effect was evident at the higher doses
of T, {3 and 10 pg).

Mitoses

As shown in Table 2, neither TRH nor the low dose of T,
had any effect on the mitotic counts of the gland when
given alone. However, higher doses of T, significantly
increased the number of mitoses in a dose-dependent
manner. Furthermore, when TRH and T, were given
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Table 1 Body and anterior pituitary weight in chronic hypothyroid
rats. Effect of different doses of T, with or without TRH. Values are
means + sEm. for five to seven rats per group

Anterior

Body weight pituitary weight

(g (mg/100 g b.w.)
Graup
EC 4062+ 13 19018
T*C 2430 +12* 35 %027
Tx+TRH 22789 37 £028%
Tx+05ug T, 2255417 41 +0-26°
Tx+0-5 ug T,+TRH 728 %27 42 £ 029°
Tx+3-0ug T, 259-1x11* 29 + 003
Tx+3-0 ug T,+TRH 222027 33020
Tx+10pg T, 2560 £ 9* 27 +007°
Tx+10 pg T,+TRH 2700 + 8* 260180

Means with different letters within the same column are significantly
different.

together there was a synergistic effect, and the proliferative
response reached statistical significance at the highest doses
of T, (P<0-001). It is noteworthy that when the T, dose
was greater than 05 g, there was a dichotomy between
pituitary weight (Table 1} and the mitogenic effect of the
hormone.

Cell types in mitosis

Immuncstaining allowed a precise identification of thyro-
trophs and somatotrophs either in mitosis or during the
interface (Fig. 1A}). Although there were no differences
between mitotic counts in the EC, TxC and Tx+ TRH
groups, the relative percent of cell types in mitoses was
changed in all groups (Table 2). Thus, while in the EC rats
60% were somatotrophs and 12-5% thyrotrophs, in all Tx

and Tx+TRH rats somatotrophs were totally devoid of
mitosis, whereas thyrotroph mitotic figures increased to
28-5% and 33-5% respectively. T, treatments were invari-
ably associated with the presence of mitosis in soma-
totrophs and thyrotrophs. Furthermore, this effect of T,
was dose-dependent. Low doses of T, with or without
TRH were associated with the appearance of somato-
trophs in mitosis (8-33% and 38-4% respectively) as well as
with a significant increase in the number of mitotic figures
in thyrotrophs (53:3% and 80% respectively). At the
highest dose, T, had the oppasite effects on somatotrophs
and thyrotrophs, depending on the simultaneous admin-
istration of TRH. Thus, when administered alone the
number of mitoses in somatotrophs remained unchanged
whereas mitoses were decreased in thyrotrophs. On the
contrary, when TRH was also administered, somatotroph
mitosis increased to 50% while, in thyrotrophs mitosis was
further diminished (5-5%).

Histology

Thyrotrophs and somatotrophs responded to protracted
thyroid hormone deficiency in an opposite manner.
Thyrotrophs became degranulated, vacuolated and under-
went hypertrophy and transformed to thyroidectomy cells,
whereas somatotrophs decreased in number and lost their
cytoplasmic granules (Fig. 1A and B). On the contrary,
thyroid hormone replacement reversed these changes to a
euthyroid-like state (Fig. 1C). Thus, at the low dose of T,
the number of somatotrophs and thyrotrophs increased and
normal sematotrophs and thyrotrophs (immunostained)
were easily identified. In addition, typical thyroidectomy
cells showed evidence of regranulation. This effect was
associated with the presence of PAS-pasitive cytoplasmic
droplets (Pearse granules, lysosomes) in the thyrotrophs

Table 2 Number of mitoses and relative percentage of somatotrophs and thyrotrophs in
mitosis in the anterior pituitary gland of chronic hypothyroid rats: effect of different doses
of T, with or without TRH. Mitotic counts are means + s£m, for three rats per group

Mitotic cell types and percentage

Mitotic

county/mm?® Somatotrophs Thyrotrophs
Group
EC 13+ 026 {213)=60 {1/8)=12.5
TxC 194036 {0/7)=0 (2/7)=285
Tx+TRH 17 £ 0-80° (0/4)=0 (2/6)=33-3
Tx+05pg T, 2:9 £ 0-45% (5/13)=18-4 (12/15}=80
Tx+0:5ug T,+TRH 55  0-65> (2/18)=111 (12/22)= 545
Tx+3-0ug T, 62 + 096> NA NA
Tx+3-0 g T +TRH 82+1-11° NA NA
Tx+10ug T, B7 £ 1-55° (718)=388 {5/20)=25
Tx+10 pg T,+TRH 12:7 41819 {15/30)=50 {2/36)=5-5

Means with different letters are significantly different.

The number and relative percentages of ceilular types in mitosis were determined from immunostained
slides by dividing the number of mitotic call types by the total number of cells in mitosis within the

same area.
NA=not analyzed.
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Figure 1 (A} Anterior pituitary section from rats thyroideclomized for 5 mon

ths showing a thyratroph celt in MNGHE

{arrow). Thyratrophs and vacuolated thyrotrophs are also observed with {scarce] weakly immunostained granules as
compared with the EC group. immunostained for rTSH. Magnification x 400. Bar= 10 pm. (B} Similar 10 tAY but
immunostained for rGH. Note the weak stain of granules within the somatotroph cells and the immunonegative huge
vacuoles {large asterisk) within the thyrotroph cells. Magnification 400. Bar=10 pm. (C) Pituitary section of a rat
thyroidectomized for 5 months after 10 days treatment with 10ug T, Thyrotrophs are stained brown (less regranulation)
whilst somatotrophs are stained dark brown/black (more regranulation). Douhle immunostained for rT5H and «GH.

Magnification * 1000. Bar=>5 um.

from TxC and all T,-treated groups with or without
TRH. Furthermore, these effects of thyroid hormone
replacement were extended to the somatotraphs. Thus,
there was an increase in the number of iMmunoreac-
tive somatotrophs which correlated with the clear-vut
reappearance of their distinct brownssh-red coloration
(Heindeinhain stain) or dark brown/black (fGH stain: Fig.
1C) in the groups treated with a high dose of Ty As for
histology, unmunohistochemical study. pituitary weight,
and mitotic counts, TRH alone showed no effects on the
pituitary glands from rats with protracted hypothyroidism,

Discussion

The present resuls show that in the mt prolenged
(5 month) hypothyroidism clicies  histological — and
immunochistochemical  changes that are tn accordance
with previous studies (Costoft 1973, Baker 1974, Surks &
DeFesi 1977, DeFesi er al. 1979, Astier et al. 1980,
Horvath ef al. 1990), and support the notion that m

Journal of endocrinology (19371 154, 149-153

protracted hypothyroidism the rate of pituitany cell -
aver is slow and reaches a steady state (Surks & 13eFest
1977, DeFesi ¢ al. 1979). Furthermore. results from the
present study provide addicional evidence of the kev
role that thyroud hormones seem to plav o repulaomy
pitwitary cell proliferation (MeFest & Surks 1R First.
thyroid hormone replacement clicits dose-dependent and
differential proliferagve respome on printiny thyrotrophs
and somatotrophs. Secondly. Jong-standing - hvpo-
thyrowdism, TRH 1 devoid of murogeme offecs when
admimstered alone, Finally. the pituitary  profiferative
response to TRH is enhanced by it co-ddimnisoranon
with T,. thus suggesting 2 permisive and/ar svnergivod
effect of thyroid hanmone replacement oi the previoushy
documented mitogenic cffects of TIRH i shov-werm
hypuothyroid raes {Kunert-Radek & Pawhkiwskr 1975}

The present results suggest that the co-adnunistration of

a low dose of T, plus TRH triggers « mithd proliteranive
response on both thyrotrophs and sommatotrophs, 2 nnding
chat is consistent with earlier studies in hypothyrod rats in
which high doses of T transiently increased thymidine
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Incorporation into both cell types (Astier et al. 1980).
These findings and our results showing that when
administered alone TRH is without mitogenic effects
strongly suggest that in protracted hypothyroidism thyroid
hormones modulate pituitary proliferative responsiveness
to TRH. In this regard, our results differ from previous
reports in which TRH has clear-cut pituitary mitogenic
effects. However, this contradiction is only apparent
because these studies were conducted either in short-term
{11 days) hypothyroid rats, or in in witre conditions
using fetal serum (Kunert-Radek & Pawlikowski 1975,
Pawlikowski et al. 1975).

In summary, the results of this study agree with the
well-known regulatory and/or permissive role played by
thyroid hormones on the replication and biosynthetic
activity of pituitary thyrotrophs and somatotrophs (DeFesi
of al. 1979, Astier et al. 1980, Samuels et al.1988, Davis
1991, McNabb 1992), and suggest that in protracted
primary hypothyroidism: (1} there is a low rate of pituitary
cell turnover that resembles that of euthyroid rats, 2 T,
replacement exerts 3 prominent pituitary mitogenic effect
which is dose-dependent and (3) TRH has a mito-
genic effect on somatotrophs and thyrotrophs when
co-administered with low doses of T,, and only on
somatotrophs when co-administered with higher doses
of T,.
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REFEREE'S REPORT an

This is an interesting study on histological evidence for mitosis in pituitary thyrotrophs and
somatotrophs in responsc to Thyroxine and IRH in hypothyroidiam. The results are interesting,
and partially resolve & previous controversy about the nature of the proliferative response of the
pititary in this situation. The main problem in such a difficult study is the very suall aumber of
mitotic cells actually observed. The changes in proportions of cells were relatively modest, and
it is not clear where the statistical significance and biological significance lie in the main data of
the paper, shown in Table 1. How reproducible are these changes, and exactly which ones arc
significant? The transient response to TRH in the thyroidectomized animals, with apparcnt
synergy with Thyroxine, is very interesting, but why does the mitotic count so rapidly fall to such k
Jow levels between 12 hours and 24 hoyrs after TRH treatment? Indced on this point the text
(page 6) states that the cell proliferation was not increased, whereas in the table it definitely
appears to diminish - is this significam? In general I am concerned about possible aver
imerpretation of small differences in the main results section of this paper.

Minor points:

1. Results scction (page 6 - tine 6 from foot) - the word “duplicsted” should read “doubled™. [

2. To a non-histologist the photomicrographs are not particularly clear, Does Figure 1 [
indeed show a mitotic figure?
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REFEREE'S REPORT (1)

This paper sets out to examine the effects of thyroxine and TRH
reatment on anterior pituitary thyrotroph and somatotroph
histology and mitoses in thyroidectomised rats. This follows on
from previous work which failed to demonstrate an increase in
mitotic counts in rats with long-term hypothyroidism. The
authors set out to test the hypothesis that in early
hypothyroidism, thyroid hormones affect the sensiuvity of
Pltuitary cells to TRH.

Seven groups of § animals which underwent differing treatment
ens were studied.

1. Thyroidectomy had the predictable sffects on cell thyrotroph
and somatotroph mitoses. Thyroxine treatment was given at a
single dose of 10ug at 12 h pre-sacrifice. No clear effect was seen
on the thyrotrophs, although a partial recovery in somatotroph
mitoses was seen. These data suggest that the effects of thyroxine
should be studied at different doses and time-points before
sacrifice.

2. No effect of TRH was scen on thyrotroph or somatotroph
mitoses in thyroidectomised rats. This is not suprising, as these
cells would be expected to be exposed to high endogenous
concentrations of hypothalamic TRH.

3. Combined thyroxine and TRH treatment resulted in a clear
increase in anterior pituitary cell mitoses, but no effect on
thyrotrophs. The effect on somartotrophs is mid-way between that
seen in the thyroxine treated and the TRH treated groups of
animals. There is no evidence that thyroxine treatment sensitises
the thyrotrophs or somatotrophs to TRH.

4. The apparent increase in total anterior pituitary cell mitoses in
the TRH treated and the TRH and thyroxine treated groups of
animals is interesting and should be examined further.

S. No data have been given for serum TSH and thyroxine for each
group of animals.

6. No statistical analysis has been detailed. l
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The manuscript by Quintanar Stephano and colleagues examines
the mitotic count in rat thyrotrophs and somatotrophs following
manipulation of the hypothalamic Ppituitary thyroid axis. The
concepts addressed are interesting but the data provided is
limited and insufficient to draw the conclusions which the
authors have drawn. This paper is pot suitable for publication
In it's present form in the journal of Endocrinology



