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Distribucién y caracterizacion de la respuesta
de [Ca2*]; de tirotropos a TRH en rebanadas de
hip6fisis de raton macho adulto

Resumen

La hipdfisis anterior es una glandula heterogénea con multiples tipos celulares. Los tirotropos
representan aproximadamente el 5% de la poblacidon de estas células, sintetizan y secretan la
hormona estimulante de la tiroides (TSH) y son positivamente reguladas por la hormona
liberadora de TSH (TRH) del hipotalamo. La TSH se une a su receptor especifico en la glandula
tiroides, regula el metabolismo del yodo en la tiroides, la sintesis de hormonas tiroideas y el
crecimiento de esta glandula.

Se han reportado diferencias en atributos anatémicos vy fisiolégicos en algunas poblaciones de
tipos celulares endocrinos con respecto a su distribucion en la glandula hipdfisis. Sin embargo, la
informacidon concerniente a los tirotropos no es tan basta en comparacion con otros tipos
celulares adenohipofisarios. Mas aun, muchos de estos estudios se han conducido bajo
condiciones que comprometen la relacién anatdmica-funcional del tejido.

En este trabajo se identifico si la poblacién de tirotropos en las regiones central (RC) y lateral (RL)
de la glandula, al ser estimulados con TRH, exhiben respuestas diferentes de [Ca™]; y la
caracterizacion de las mismas. Para ello, se empled el registro de la actividad espontanea vy

2+] ,

], de tirotropos en rebanadas de hipdfisis de ratones macho adulto. Se

regulada de [Ca
adquirieron secuencias de imagenes de registros de fluctuaciones de [Ca®]; mediante
espectrometria e imagenologia del indicador sensible a Ca®* Fluo-4 AM, en un microscopio
estereoscopico de fluorescencia. El TRH se aplicd en el bafio a concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100
nM, con un periodo de 15 min entre cada dosis; con el fin de discriminar entre tirotropos y
lactotropos, posterior a las dosis de TRH se administré una dosis compuesta de TRH 100 nM -DA
2uM — TRH 100 nM con el fin de discriminar entre lactotropos y tirotropos; para comprobar la
viabilidad de las células. al final se administré una solucién de alto potasio. Las células responsivas
a TRH y cuya actividad no fue inhibida por DA fueron considerados como tirotropos. Asi mismo, se

graficé y analizé la respuesta de [C**+]; de forma individual.

El porcentaje de tirotropos identificados en la adenohipdfisis fue de 6%. En comparacién con la
RL, un mayor nimero de tirotropos de la RC exhiben una respuesta de [Ca*']; ante el estimulo con
TRH, pese a que el numero de células positivas a TSH en esta regiéon sea menor; al igual que
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responden en mayor proporcion a una, dos y tres exposiciones de TRH. En comparacion con la RC,
un mayor numero de tirotropos de la RL presentan actividad espontanea, respuesta a baja
concentracién de TRH (0.1 nM) y a las cuatro dosis de TRH a las que fueron expuestas. Ademas, en
esta misma region la intensidad maxima promedio de la respuesta de [Ca®*]; producida a baja
concentracién de TRH y en condicidn basal, y el area bajo la curva en todas las dosis, fueron
significativamente mayor.

Los resultados sugieren que existe una diferencia fisiolégica de la respuesta de [Ca®']; de los
tirotropos a las distintas concentraciones de su agonista, en relacidn a su distribucion espacial en

la adenohipdfisis.

Palabras clave
Regionalizacidn, plasticidad secretora, calcio intracelular, adenohipéfisis, células productoras de
TSH.



Prefacio

Una de las opciones de titulacion que ofrece el Departamento de Biologia, de la Facultad de
Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de México, UNAM; es la tesis. La tesis es un reporte
de resultados originales de investigacion.” 2> Weissberg y Buker’ sefialan que este tipo de
documentos tienen el propdsito de explicar a otros en el campo los objetivos, métodos y hallazgos
del estudio realizado. Estos reportes pueden presentarse en diversos formatos, como articulos de
investigacion, monografias, o como tesis o disertaciones. En estos ultimos casos, cumpliendo un
requisito para la obtencion de un titulo o grado académico, como es el caso que me ocupa.

La tesis incluye en su descripcion el propdsito, el método y los resultados del estudio. Ademas, se
complementa con cuadros y figuras, asi como con un listado de referencias sobre otros trabajos
publicados en la misma area de estudio; asimismo presenta un resumen que abarca la informacién
mas importante en el reporte. El formato de organizacidén para todos los reportes de investigacidén
experimental es basicamente el mismo. El formato mas utilizado en la ciencia, en los ultimos 100
afios, es el denominado IMRYD: Introduccién, Material y métodos, Resultados y Discusion.”

El formato IMRYD se generalizo casi universalmente en las revistas de investigacion.
La Iégica del IMRYD puede definirse mediante una serie de preguntas: ¢ Qué cuestion
(problema) se estudio? La respuesta es la Introduccion. ¢ Como se estudio el problema?
La respuesta son los Métodos. ¢ Cudles fueron los resultados o hallazgos? La respuesta
son los Resultados. ¢ Qué significan esos resultados? La respuesta es la Discusién.”

El conocimiento de la estructura de la tesis en cuanto a sus apartados y la funcidn y organizacion
de la informacion dentro de cada uno de ellos es fundamental, ya que el reporte debe tener un
hilo conductor, asi como una coherencia légica de manera que el lector pueda pasar de lo general
a lo particular y de lo simple a lo complejo del problema que se aborda. Es por ello que como parte
de mi formacion me aboqué a seguir la norma internacional mds importante para estructurar un
trabajo de tesis, la 1SO7144-86,> y algunas obras relevantes sobre el tema en la literatura
disponible. > %>

Ya que la tesis es un documento que da fe de que el estudiante ha desarrollado los atributos que
lo hacen merecedor de ser aceptado en la comunidad de su profesion, la informacién que
contiene debe ser cuidadosamente estructurada para que se cumpla el atributo de comunicar con
claridad, rigor y precisién las ideas de su investigaciéon®. Robert Day sefiala:



Si el estudiante graduado o el cientifico en ciernes pueden comprender plenamente el
sentido de la estructura IMRyD, la tarea de escribir debe resultarle mucho mads facil. La
confusion es consecuencia de una tarea amorfa. La tarea fdcil es aquella en que se
sabe exactamente qué hay que hacer y en qué orden se ha de proceder.’

Dentro del plan de estudios de la licenciatura en Biologia, los alumnos tenemos la obligacion de
cursar un taller, para lo cual tenemos la oportunidad de elegir uno en particular entre miultiples
opciones. Dado mi interés en la fisiologia celular, y particularmente en la endocrinologia, me
inscribi en el taller “Endocrinologia molecular y seializacion intercelular” impartido en laboratorio
BL-305 del departamento de Biofisica en el Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Ahi conoci a
la Dra. Tatiana Fiordelisio Coll, quien me dio la oportunidad de incorporarme a su equipo de
trabajo, que se enfoca en el estudio de la glandula hipofisaria.

A lo largo de los dos afos del taller, tuve la fortuna de convivir y trabajar con estudiantes de
posgrado de nivel doctorado y otros compafieros de licenciatura, asi como investigadores
asociados y personal de apoyo técnico, que me permitieron desarrollar habilidades propias del
laboratorio. Uno de mis compafieros, el hoy Bidlogo Luis Miguel Rendén Pérez, realizd su trabajo
de tesis sobre la distribucién de la respuesta de calcio intracelular de lactotropos a TRH en
rebanadas de hipoéfisis de ratén macho.

Conversando con él y con la Dra. Fiordelisio, vimos que era factible obtener un provecho adicional
del material utilizado para la tesis de Luis Miguel para estudiar un tipo celular que ha sido muy
desatendido por la comunidad cientifica, los tirotropos. En la literatura cientifica existen escasas
publicaciones concernientes a tirotropos en comparacion con los demas tipos celulares, esto los
volvia atractivos desde el punto de vista de novedad y posible impacto de una investigacion que se
realizara sobre ellos; por lo que se decididé hacer una revisién de literatura para determinar las
posibles vetas de investigacion.

Por tanto, se vio la conveniencia de aprovechar al maximo dicho material y generar una segunda
tesis, que es la que estoy presentando. Esto, aparte de implicar un gran ahorro de recursos para el
laboratorio, ofrece trabajar un nuevo objeto de estudio con un enfoque original, ya que no esta
reportado en la literatura consultada, y por lo tanto con altas posibilidades de llegar a generar
eventualmente una publicacion.
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Lista de abreviaturas y simbolos.

Abreviatura simbolo

Significado

[Caz+]i
uM
AC

ACTH
APs

Ca2+
cAMP
D,
DA
DAG

DIO,, D2

DIOs, D3
DNA
e.g.
EM

ER
Ets
F
Fo
FS
FSH
GH
GPCR
GRKs

HHT
HVA
ICA

IHA
1P,
IPsR

Concentracién de calcio intracelular
Micromolar

Adenilato ciclasa

Hormona adrenocorticotrdpica, corticotropina
Potenciales de accidn

lon calcio

Monofosfato ciclico de adenosina

Receptor de dopamina tipo 2
Dopamina
Diacilglicerol

Desyodasa tipo 2

Desyodasa tipo 3

Acido desoxirribonucleico
Por ejemplo

Eminencia media
Reticulo endoplasmico
Endotelinas
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Célula foliculo estrellada
Hormona foliculo estimulante
Hormona de crecimiento
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Abreviatura simbolo
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TRH
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TSHR
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Introduccion

La tiroides es una glandula relativamente pequefia situada en la parte media e inferior del cuello.
Produce las hormonas tiroideas, las cuales influyen practicamente en cada célula del organismo. El
funcionamiento de esta glandula es regulado por la hipdfisis a través de la hormona estimulante
de la tiroides, la cual es secretada por las células hipofisarias llamadas tirotropos. A su vez, estas
células son reguladas por factores provenientes del hipotdlamo, entre otros, constituyéndose asi
lo que se conoce como el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT) ®. Existen desérdenes en este eje,
referidos como enfermedades tiroideas o problemas de tiroides, que tienen una alta prevalencia
en la poblacion general.’

Uno de los paises en donde se le ha dado mayor seguimiento a estos problemas es Estados Unidos
de América. Se estima que en este pais un 12% de la poblacidn desarrollara algun problema de
tiroides durante su vida, lo que implica que 20 millones de norteamericanos padecen desérdenes
tiroideos, sin embargo, aproximadamente el 60% de ellos no lo saben. Lo anterior es muy grave,
porque las enfermedades tiroideas no diagnosticadas los ponen en riesgo, ya que dan pie a
condiciones severas como las enfermedades cardiovasculares, la osteoporosis y problemas de
infertilidad.®®

El panorama es mas gris para las mujeres, se estima que una de cada ocho mujeres desarrollara un
problema de tiroides a lo largo de su vida, considerandose que son de cinco a ocho veces mas
propensas que los hombres. En el caso del hipotiroidismo, condicién de produccion insuficiente de
hormona tiroidea, si este no es diagnosticado o tratado de forma adecuada durante el embarazo
se incrementard el riesgo de aborto, un parto prematuro o severos problemas en el desarrollo del
crio.’

No obstante la gravedad de estos problemas, y de que son condiciones que duran toda la vida,
pueden sobrellevarse con atencion médica adecuada. Actualmente 13 millones de
norteamericanos consumen diariamente medicamentos para tratar enfermedades tiroideas, lo
gue implica un reto para la Administracion Federal de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos
para garantizar el abasto ininterrumpido de medicamentos.’

Las causas que generan los desérdenes tiroideos no han sido establecidas. Lo cual ofrece un
campo fértil para la investigacion cientifica. Por consiguiente, todas las aportaciones que se hagan
para dilucidar los aspectos fisiologicos o fisiopatolégicos del eje HHT, o alguno de sus
componentes, tienen un valor potencial muy grande para ayudar a mitigar estas condiciones que
han sido catalogadas como un problema de salud publica a nivel mundial.
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Hipofisis

La hipofisis, o pituitaria, es una pequefia pero compleja glandula que interpreta un papel
protagdnico en el sistema endocrino de los vertebrados. Incluso, es considerada una glandula
“maestra”, pues esta constituida por diversos tipos celulares que sintetizan y secretan una o mas
hormonas tréficas que, en respuesta a diversas sefiales, regulan una miriada de procesos
biolégicos importantes tales como: el crecimiento, la reproduccidn, la lactancia, la respuesta al

estrés y la homeostasis metabdlica.’® ™

Localizacion y estructura

En los mamiferos, la hipodfisis se localiza en la parte ventral del cerebro por debajo del hipotalamo,
en la fosa hipofisaria. Dicha fosa estd limitada anterior, posterior e inferiormente por
constituyentes dseos de la silla turca, una depresion en el cuerpo del hueso esfenoide. La glandula
estd unida al hipotalamo por medio del tallo infundibular, esta ubicacidn le confiere a la hip&fisis
proximidad con muchos nervios craneales y estructuras vasculares importantes en la base del
craneo.””

La hipofisis esta estructurada por dos entidades anatdomica, embrioldgica y funcionalmente
distintas, la neurohipdfisis y la adenohipdfisis. La neurohipdfisis incluye el l6bulo posterior,
mientras la adenohipodfisis estd constituida por los I6bulos intermedio y anterior (Figura 1). El
I6bulo anterior comprende aproximadamente el 80% de la glandula.™* ™
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Figura 1 Gldndula hipdfisis. Localizacion anatomica y estructura de la glandula
hipofisis de raton. Adaptado de Rendén, 2010."°
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Sistema vascular

En un enfoque clasico, la hipdfisis ha sido considerada como un oscilador secundario que obedece
principalmente a factores hipotaldmicos que modulan la secrecién de las hormonas hipofisarias. La
comunicacién inter-organica entre el hipotdlamo y la hipdfisis ocurre por medio de dos
mecanismos generales, donde cada cual ocupa una red vascular distinta. Un mecanismo estriba en
la proyeccidn directa de terminales axdnicas desde el hipotdlamo hasta el |6bulo posterior, donde
liberan sus productos neurosecretores directamente en el torrente sanguineo. El otro mecanismo
implica la conduccion de factores liberadores producidos en el hipotalamo hasta el I6bulo anterior
a través de un sistema de vasos sanguineos portales muy complejo, y con sentido de flujo
descendente, llamado sistema porta hipofisario (Figura 2).***

El aporte sanguineo se recibe de dos grupos de arterias: la arteria inferior hipofisaria (IHA), y la
arteria superior hipofisaria (SHA). La IHA surge desde el tronco meningohipofisario, una rama del
segmento cavernoso de la arteria carétida interna (ICA), y abastece al 16bulo posterior. En este
I6bulo la IHA forma un anillo capilar en donde recibe los productos neurosecretores provenientes
de terminales axdnicas hipotaldmicas, y se reestructura en una vena eferente hipofisaria que
drena al seno cavernoso.*

Por su parte la SHA, consiste de una serie de pequefios vasos que surgen de la porcion medial
inferior de la ICA por debajo del nervio éptico o de la arteria comunicante posterior, suministra a
la cara inferior del nervio y quiasma dptico, al tallo hipofisario y al I6bulo anterior. De hecho, de
todos los tejidos de los mamiferos el I6bulo anterior de la adenohipdfisis es el mas vascularizado.™

Los vasos de la SHA se anastomosan para formar un plexo de capilares fenestrados, denominado
plexo primario, que rodea a la eminencia media y a la porcidn superior del tallo hipofisario. Es en
este plexo capilar primario donde se colectan los estimulos hipotalamicos. Enseguida, los capilares
convergen en vénulas para después formar venas portales que descienden por el tallo hipofisario
hacia el I6bulo anterior y forman otra red capilar denominada plexo secundario. Ahi se distribuyen
los estimulos y se colectan los productos hormonales, los capilares se reorganizan formando venas
eferentes que drenan hacia el seno cavernoso (Figura 3).*>

El I6bulo intermedio es relativamente avascular, aunque puede abastecerse de manera colateral a
partir de conexiones anastémicas entre los capilares de los I6bulos anterior y posterior.*
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Figura 2 Mecanismos de comunicacion entre el hipotdlamo y la hipdfisis. A
Proyeccion directa de terminales axdnicas de una neurona hipotalamica al
I6bulo posterior, con la liberacién de neurohormonas. B Conduccién de
factores liberadores hipotalamicos hasta el I6bulo anterior a través del sistema
porta hipofisario, con la consecuente secrecion de hormonas tréficas
hipofisarias. LP, I6bulo posterior; LA, Iébulo anterior. Adaptado de Low,
2011.%°
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Figura 3 Anatomia vascular de la glandula hipdfisis. Esquematizacion de los
elementos vasculares que constituyen el sistema porta hipofisario. EM,
eminencia media; SHA, arteria superior hipofisaria; IHA, arteria inferior
hipofisaria; LA, I6bulo anterior; LP, I6bulo posterior. Adaptado de Amar y
Weiss, 2003."

Tipos celulares

La adenohipdfisis es una de las glandulas mds complejas del organismo, esta compuesta tanto por
células secretoras como no secretoras de hormonas. Estructuralmente, asemeja a un laberinto
tridimensional donde el tejido conectivo y las células no secretoras forman las “paredes” y las
células secretoras de hormonas constituyen los “corredores”. Las células no estan distribuidas al
azar, se encuentran formando redes homo y heterotipicas geométricamente conectadas, cuya
morfologia local y conectividad pueden coordinar la propagacién de sefiales entre las células, lo
que les permite modificar el tiempo de la respuesta celular y asi optimizar la coordinacion de la
secreciéon hormonal pulsatil 72+ 22

La poblacion de células no secretoras esta formada principalmente por las células foliculo
estrelladas (FS) que estan ampliamente distribuidas formando redes tridimensionales a lo largo de

19



la hipdfisis anterior; y células endoteliales que recubren los vasos capilares. Ha sido sugerido que
las células FS desempefian un papel importante en la comunicacion intercelular.™

La poblacion de células secretoras de hormonas esta formada por al menos cinco tipos celulares
principales que son caracterizados fenotipicamente por la hormona trofica que sintetizan vy
secretan. Asi pues, los gonadotropos producen la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona
luteinizante (LH), los lactotropos prolactina (PRL), los somatotropos la hormona de crecimiento
(GH), los corticotropos la hormona adrenocorticotropica (ACTH) y los tirotropos la hormona
estimulante de tiroides, también denominada tirotropina (TSH). A su vez, estas hormonas regulan
selectivamente la sintesis y secrecion de odrganos blanco para provocar efectos en tejidos

periféricos.”> 14 2324

Regulacion de la secrecion hormonal

La unidad hipotalamo-hipdfisis anterior integra sefiales hipotalamicas, hipofisarias y periféricas,
estimulatorias e inhibitorias; para orquestar la sintesis, secrecién hormonal y la proliferacion
celular diferenciada, de los ya mencionados tipos celulares. Estos procesos se deben realizar de
forma coordinada, adecuada y oportuna en respuesta a una circunstancia determinada, por lo que
se requiere de un sistema de control sumamente preciso (Figura 4).*%*

A nivel celular, cuando el factor hipotaldmico llega a la hipdfisis anterior y se une a su receptor
especifico, provoca la activacion de vias de sefializacién molecular limitadas temporal vy
espacialmente, resultando asi en la activacion del tipo celular particular a dicho factor. Miles de
células se activan y responden individualmente y secretan la hormona en cuestién de manera
pulsatil. Ademas, las células endocrinas pueden comunicarse con las células vecinas por medio de
uniones comunicantes, y son capaces de difundir factores paracrinos. De esta forma, se ha
propuesto que las células actian como una red —semejante a las redes neuronales- para integrary
propagar la informacidon de manera precisa. La informacion codificada en la amplitud y frecuencia
de los pulsos hormonales es decodificada por los tejidos periféricos para preparar una respuesta
fisiolégica apropiada. Asi pues, se establecen ejes de regulacién endocrina Hipotalamo-hipofisis-
érgano blanco.'®*

Como la activacion celular depende del aporte de nutrientes, oxigeno y factores hipotalamicos, a
nivel tisular la regulacion se remite a la disposicidn del sistema vascular, asi como a la conveccion
dirigida que actla para impulsar la hormona secretada a través del espacio extracelular en los
vasos sanguineos aferentes. Los mecanismos que permiten a las células enddcrinas actuar como
una poblacién a nivel tejido no son del todo claros, aunque se les adjudica la responsabilidad, en
ciernes, a unas células llamadas pericitos.*

Al presentarse anormalidades en la regulacion de los ejes endocrinos, ocurren desajustes de los
mismos que suelen tener repercusiones en la salud del organismo. Como ya se ha expuesto, cabe
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destacar que en particular los problemas producto de las perturbaciones en el eje hipotalamo-
hipofisis-tiroides (HHT) son graves, alarmantemente frecuentes y son considerados un problema

.% %% Lo anterior no es causal de sorpresa, pues el eje HHT juega un

de salud publica a nivel mundia
papel esencial en el mantenimiento de la homeostasis del organismo en respuesta a alteraciones
en el metabolismo y al ambiente externo.”’” Por lo anterior, y dado que existe poca literatura
concerniente a los tirotropos, en comparacidon con los otros tipos celulares adenohipofisarios;

resulta pertinente abordar el estudio de los tirotropos.

Sefnales del
SNC

N ¥ ¥
e — Hipotalamo B

Hormonas

l l hipotalamicas

lﬁ e —— Factores
R - intrahipofisarios

Hormonas
periféricas

Organo blanco —

Figura 4 Modelo de regulacion de la secrecion hormonal hipofisaria. Las hormonas
hipotalamicas estimulan a las células adenohipofisarias y éstas secretan hormonas troficas
que actdan en sus organos blanco. Factores intrahipofisarios controlan la secrecion
hormonal de forma paracrina y autocrina. Las hormonas periféricas modulan mediante asas
de retroalimentacion en el hipotidlamo y/o hipéfisis. SNC, sistema nervioso central.
Adaptado de Melmed, et al., 2011.%
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Tirotropos

Los tirotropos son células endocrinas del I6bulo anterior de la adenohipodfisis que, en respuesta al
estimulo de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) proveniente del hipotalamo, sintetizan y
secretan la hormona estimulante de la tiroides- o tirotropina- (TSH). Esta hormona a su vez, como
su nombre lo indica, estimula la sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas al unirse a su
receptor especifico (TSHR) en las células foliculares de la glandula tiroides (Figura 5).***°

Los tirotropos tienen forma irregular de tipo angular, con nucleos planos y granulos secretores
relativamente pequeiios (50 a 100 nm de didmetro), representan la menor poblacion de las células
endocrinas adenohipofisarias, pues constituyen solamente del 5-10% de la poblacién celular, y
estan localizados regionalmente dentro de las porciones anteromedial y lateral de la glandula.** %
Se ha reportado que en algunos desdérdenes endocrinos del eje HHT, como el hipotiroidismo, este
porcentaje incrementa hasta el 34%.% Esto se debe, al parecer, a que esta afectacion promueve el
reclutamiento de células precursoras de tirotropos y la diferenciaciéon de otros tipos celulares,
como los somatotropos a tirotropos (Figura 6).*

Al igual que los gonadotropos, los tirotropos expresan la subunidad a de la hormona glucoproteica
(a-GSU). Esta subunidad es necesaria para la formacion de heterodimeros de FSH, LH y TSH junto
con subunidades [ especificas de cada hormona. Es decir, los tirotropos son el Unico tipo celular
que expresa la subunidad B-TSH."
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Figura 5 Eje Hipotdlamo-Hipdfisis-Tiroides. El TRH hipotalamico estimula
a los tirotropos, estos sintetizan TSH que actia en la tiroides
produciendo las hormonas tiroideas (THs) que ayudaran al
mantenimiento de la homeostasis metabdlica. Las hormonas tiroideas
ejercen asas de retroalimentacion negativa en la hipéfisis y en el
hipotalamo. La somatostatina inhibe la sintesis de TRH. TRH, hormona
liberadora de tirotropina. TSH, hormona estimulante de tiroides. THs,
hormonas tiroideas. Adaptado de Melmed, et al., 2011 B
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TSH

La tirotropina (TSH) es una hormona glucoproteica heterodimérica que esta constituida por una
subunidad  de 110 aminoacidos especifica, y una subunidad a-GSU de 92 aminoacidos idéntica a
las de LH y FSH.”**** La TSH es empaquetada en pequefias vesiculas secretoras en los tirotropos,
al ser secretada se une a su receptor especifico, TSHR expresado en las células blanco.* **

El TSHR es un receptor acoplado a proteinas G (GPCR) que tiene un ectodominio con sitio de union
a TSH, y un dominio transmembranal de una serpentina de siete segmentos. Ademas de
expresarse en las células foliculares de la tiroides, también se ha reportado la expresién del TSHR
en cerebro, rifdn, testiculos, corazén, hueso, tejido adiposo, fibroblastos, células hematopoyéticas
y del sistema inmune.*®?’

Al unirse el TSH a su receptor en las células foliculares de la tiroides, se desencadena una via de
sefializacién por segundos mensajeros que involucra principalmente al cAMP, resultando en la
modulacién de la expresion génica. Dentro de los roles fisioldgicos que se le atribuyen a la TSH se
incluyen: regulacion de la sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas (THs), la captacién de
yodo y el fomento del crecimiento de la tiroides.?” >’
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Fisioldgicamente, el punto de ajuste para la sintesis y secrecion de TSH es determinado por un
balance entre una sefial positiva por parte del TRH hipotalamico, y sefiales negativas pequefias por
parte del neurotransmisor inhibitorio somatostatina, y de mayor intensidad por las THs en los
tirotropos. Las THs inhiben la transcripcion, la modificacion post-traduccional y la liberacion de
TSH. Asi pues, aunque el TRH estimula la sintesis y liberacion de TSH, se cree que la
retroalimentacién negativa por parte de las THs en la hipdfisis es el regulador fisioldgico mas
importante de la secrecién de TSH.™ *® Sin embargo, nuevos estudios ponen en tela de juicio esta
idea, sugiriendo que no son las THs sino el TRH el regulador fisiolégico mas importante.* Por otra
parte, Janssen y colaboradores *° demostraron recientemente que los rexinoides pueden suprimir
la sintesis de TSH vy, este efecto ocurre en los tirotropos; Kim y colaboradores® sugieren que el
exceso de insulina disminuye la expresion de la B-TSH de manera dosis-dependiente.

La interaccién entre estos reguladores dicta el patrén de secrecion de TSH, el cual se caracteriza
por una variacién diurna de la concentracidon de la hormona en el suero. Esta concentracién se
eleva en respuesta a la disminucién de las concentraciones de THs circulante, es decir,
fisiolégicamente su secrecion es inversamente proporcional " >3
la inactividad y atrofia de la glandula tiroides, mientras que el exceso de la hormona ocasiona

La deficiencia de TSH resulta en

hipertrofia e hiperplasia de la glandula.™

THs

En la tiroides, las células foliculares sintetizan las hormonas tiroideas (THs): 3,5,3’,5'-L-
tetrayodotironina (tiroxina, T,) y la 3,5,3"-L-triyodotironina (Ts), ambas derivadas de aminoacidos
(Figura 7). La T4 es una molécula minimamente activa y de vida larga (= 7 dias), mientras que la T
tiene una vida corta (= 1 dia) y alta actividad bioldgica. En todos los vertebrados, el principal
producto de secrecién tiroidal es T,;, en tanto que T; es secretada en menores cantidades.
Aproximadamente sélo el 20% de la concentracién de Ts en el suero proviene de su secrecion
directa en la tiroides, sintetizada a partir de la desyodacién de la triglobulina, mientras que el
porcentaje restante equivale a la derivada por un evento de desyodacion de T, que tiene lugar en
el interior de la célula blanco.”®*

Los autores de los eventos de desyodacion son, valga la redundancia, las enzimas desyodasas;
particularmente la tipo 2 (DIO,, D2) y la tipo 3 (DIO;, D3). La D2 remueve un residuo de yodo en el
anillo externo (ORD) de la molécula de T, derivandola a Ti. Por su parte, D3 cataliza la
desyodacién de T, en el anillo interno (IRD) produciendo una molécula llamada triyodotironina
reversa (rTs), que es considerada inactiva; por la misma reaccién T; es inactivada a 3,3'-
diyodotironina (T,), este Gltimo también es producido por ORD de rT; (Figura 8).>> **** En el
hipotiroidismo la expresion y actividad de D2 estd aumentada, incrementando el abastecimiento
de T3, mientras que en el hipertiroidismo ocurre lo opuesto.*
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Debido a su naturaleza hidrofdbica, cerca del 95% de las THs en el suero se encuentran unidas a
proteinas para su transporte. Dentro de estas proteinas de transporte se encuentran: la globulina
de unidn a tiroxina (TBG), la transtirretina, la albimina, y varias lipoproteinas.” *!

Las hormonas tiroideas son reguladores homeostaticos importantes durante la gestacion y toda la
vida post-natal, desempefian un papel critico en el desarrollo, crecimiento y metabolismo celular,
en la regulacién de la termogénesis, entre otros procesos. Cabe destacar que desempefian un
papel protagénico en el desarrollo del sistema nervioso central durante la gestacién: la causa mas
comun de retraso mental es la causada por el hipotiroidismo en la madre y en el feto, ocasionado
por la deficiencia de yodo.*” **

La actividad celular de las THs se clasifica como no gendmica y gendmica. Las acciones no
gendmicas se inician al unirse a sus receptores especificos en la membrana o en el citoplasma
celular, activando vias intracelulares ubicuas comunes, por ejemplo, a los moduladores pro-
angiogénicos clasicos. Pero la “especialidad” de las THs radica en su actividad genémica.*® Sin
embargo, las THs activan vias intracelulares especificas a través de su actividad gendmica.

El mecanismo de acciéon gendmica consiste en la modulacidn de la expresidn génica celular, en
virtualmente todos los tejidos, es protagonizada por T; y por diferentes isoformas de receptores
nucleares a la hormona tiroidea (TR). Estos receptores, miembros de la superfamilia de receptores
nucleares de factores transcripcionales modulados por ligando, se unen a motivos especificos de
DNA en los promotores de genes blanco de T; interactuando con elementos de respuesta a la
hormona tiroidea (TRES). La uniéon de T; con TR induce cambios en la interaccion del receptor con
proteinas correpresoras/coactivadoras, ocasionando entonces la represidn/activacion del gen en
cuestion.*”** 7 La expresion y regulacion de los TRs varfa segun la isoforma y el tejido.*

El paso de las THs al interior de la célula se da a través de transportadores. Distintas familias de
transportadores han sido identificadas: los transportadores de aniones organicos (OATP), los de
aminoacidos de tipo L (LAT) y los monocarboxilados (MCT). El MCT8 es muy activo y especifico de
THs, esta altamente expresado en higado, rifién, corazén y cerebro.*"*

La disponibilidad de T3 para su unién a TR, y la modulacién del tiempo de respuesta celular a las
THs estan supeditadas a: la concentracién THs en el suero, la saturacion de las proteinas de
transporte, la concentracion y actividad catalitica de las D2 y D3, y a la actividad de los
transportadores de THs en la membrana celular.” *?

Los niveles de las THs en el suero son regulados positivamente por la TSH y por asas de
retroalimentacion negativa por parte de las mismas THs tanto en las neuronas hipofisiotropicas de
TRH en el hipotdlamo, como en los tirotropos en la adenohipédfisis. Esta retroalimentacion
depende de manera critica de los niveles de las THs y de que los TRs se encuentren inalterados y
disponibles, ya que estos receptores se unen a los promotores de los genes de TRH y de las

subunidades de TSH regulando su expresion.*® 3%
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Figura 7 Hormonas Tiroideas. Estructura quimica de T, y T;. Adaptado de Larsen, et al., 2008 2
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Figura 8 Activacion e inactivacion de las THs en una célula que expresa D2 y D3. La T3 que ingresa a
la célula puede ser inactivada en su forma T, por D3, o puede entrar al nticleo y unirse TR. Una
fuente adicional de T;, es la derivada de la actividad de D2 sobre T, dentro de la célula. La
interaccion de T; con TR se enlaza como un heterodimero con RXR al TRE, modificando la tasa de
transcripcion del gen responsivo a T;. Esto conlleva cambios en paralelo de las concentraciones de
proteinas criticas, lo que produce la respuesta caracteristica a las hormonas tiroideas de dicha
célula. D3 inactiva a T, produciendo rT;. TRE, elementos de respuesta a la hormona tiroidea; RXR,
receptor de rexinoide X; mRNA, RNA mensajero; Ts, 3,5,3"-L-triyodotironina; T,, tiroxina; T,, 3,3"-
diyodotironina; rT;, triyodotironina reversa; I, yodo; D2, desyodasa tipo 2; D3, desyodasa tipo
3.Adaptada de Salvatore, et al., 2011.>°
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TRH

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) fue el primer factor hipotaldmico en ser aislado y
caracterizado estructuralmente.”® El TRH es un tripéptido (pGlu-His-Pro-NH2) sintetizado a partir
de un gran precursor inactivo, prepro-TRH (ppTRH), modificado por procesamientos post-
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traduccionales (Figura 9). La secuencia de TRH estd altamente conservada en los vertebrados.’

El receptor a TRH (TRHR) fue caracterizado mucho tiempo después que su ligando. El TRHR posee
siete segmentos transmembranales, pertenece a la familia de los receptores a rodopsina/p
adrenérgicos de la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR), y se expresa en
diversos tejidos como: la eminencia media (EM), el nucleo paraventricular hipotaldmico (PVN), en
algunos tipos celulares adenohipofisarios, en la retina, en el tdlamo y en el estdmago, entre
otros.>>>*
El TRH puede ser sintetizado y secretado en muchas regiones del cerebro, pero el sintetizado en el
hipotdlamo por un subgrupo de neuronas originarias del PVN, es el tnico regulado por las THs.*
Estas neuronas proyectan sus terminales axdnicas hasta la EM vy liberan la hormona al sistema
porta hipofisario. Al llegar a la adenohipdfisis el TRH se une a sus receptores en la membrana
plasmatica de los lactotropos y tirotropos estimulando la liberacion de prolactina y TSH,
respectivamente. También se ha sugerido que actia como un neurotransmisor/neuromodulador
en el sistema nervioso central.** *’ >

Las neuronas de TRH localizadas en el area hipofisiotrépica reciben sefiales desde otras regiones
del cerebro, asi como también desde la circulacién. Ademds de las THs, otros factores regulan la
expresion del TRH, como por ejemplo el frio y la inanicién. Como ya se ha mencionado, Las THs, en
especial Ts, regulan la expresion del gen de TRH a través de un mecanismo de retroalimentacion
negativa, es decir, la expresién de TRH es alta cuando los niveles de las THs son bajos, y es
suprimida al incrementarse los niveles de las THs. Bajos niveles de THs estimulan la expresion de la
enzima que modifica la ppTRH para producir TRH.? *

Ante la exposicion al frio, sefiales adrenérgicas provenientes de la médula oblonga, principalmente
catecolaminas, incrementan el umbral de inhibicidn de la expresidén del gen de TRH por parte de la
T3;; de esta manera se pueden alcanzar altos niveles circulantes de THs para contribuir al
incremento de la termogénesis.”” *

La inanicidon reduce la secrecién de leptina, incrementando entonces el apetito, disminuyendo el
gasto energético y favoreciendo la conservacidon de energia. Para alcanzar este objetivo, es
necesario atenuar la actividad del HHT disminuyendo los niveles de THs. Esto se logra gracias a que
neuronas peptidérgicas en el ndcleo arqueado median los cambios de leptina, reduciendo la
sintesis de mMRNA de ppTRH y como consecuencia menguando los niveles de TSH y THs en el suero.
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Por el contrario, niveles elevados de leptina inhiben el consumo de alimentos y estimulan el gasto

energético favoreciendo la expresion de TRH.>® >’

El nucleo dorsomedial hipotaldmico trabaja como un sensor metabdlico para las neuronas
hipofisiotrépicas de TRH. La integracion de todas estas sefales provee un punto de ajuste exacto
del eje HHT cuando ocurren cambios en la temperatura o nutricionales.”’
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Figura 9 TRH. Estructura quimica de la TRH,
homona liberadora de tirotropoina.
Adaptada de Low, 2011.%°

Calcio intracelular

El ion calcio (Ca*) es el elemento de transduccién de sefial mas comdn en las células, desde
bacterias hasta neuronas especializadas.”® El Ca®* que entra a la célula fluye a través de canales
ionicos membranales selectivos para este ion, siendo entonces muy importante la participacion de
estos canales en transduccidon de sefiales de Ca”. La sefializacién por Ca** es un proceso muy
importante que controla actividades clave en la mayoria de los tipos celulares, entre estos
mecanismos se incluyen la contraccién muscular, transmisidén sindptica, expresidon génica y la
secrecion hormonal.”® En este ultimo proceso, el Ca’* es directamente responsable de la
movilizacién de los granulos de secrecidon hacia la membrana de secrecién y de su posterior
liberacion en la exocitosis. La accién reguladora de este ion estd supeditada a su concentracién,
localizacién intracelular, y duracién de la sefial de Ca**.** & ©
Las células eléctricamente excitables son aquellas con permeabilidad iénica dependiente de
voltaje o de ligando que exhiben actividad eléctrica espontdnea, o en respuesta a un estimulo,
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regenerativa y propagada. Las células endocrinas de la adenohipodfisis son células excitables, por
tanto las elevaciones de [Ca”*]; en estas células ocurren de manera espontanea o en respuesta a su
estimulacién por agonistas. Estas elevaciones se expresan como oscilaciones de la concentracion
intracelular de Ca®* y son dependientes de la entrada de Ca** y/o de su liberacion de reservorios
intracelulares.™

Canales de calcio

Las células endocrinas (e.g. tirotropos) son células excitables que presentan diferentes tipos de
canales iénicos en sus membranas (sodio, calcio, potasio, cloro), confiriéndoles la propiedad de
generar modificaciones transitorias del voltaje de membrana (potenciales de accién, APs) de
manera espontanea o por medio de estimulacion. Durante este proceso se activan los canales de
calcio activados por voltaje (VGCC) en la membrana plasmaética, permitiendo el paso de Ca*" al
medio intracelular. Como previamente se menciond, el Ca’* actia entonces como segundo
mensajero controlando una miriada de eventos celulares.™* *®

Electrofisiolégicamente, los VGCC se dividen en dos grupos: los de bajo voltaje de activacion (LVA),
es decir, que requieren una débil despolarizacién de la membrana para abrirse y su inactivacion es
rapida; y de alto voltaje de activacion (HVA), que requieren de una despolarizacién de moderada a
fuerte para su apertura y se inactivan de manera incompleta o mas lentamente que los LVA. Esta
propiedad de inactivacién de los HVA les permite a las células incrementar la [Ca®*]; a un nivel
suficiente para desencadenar los procesos dependientes de Ca*". Dentro de los canales HVA
encontramos canales del tipo N, P/Q, Ry L; siendo este ultimo modulado por una amplia variedad

de neurotransmisores y hormonas en las células endocrinas.'*®!

Actividad eléctrica espontanea y regulada

Hace mas de 30 afios que se reportd actividad eléctrica en las células endocrinas de la hipofisis. El
potencial de membrana (V,,) de las células hipofisarias no es estable, sino que oscila partiendo de
un valor base o potencial de reposo de aproximadamente -60 mV, considerando que el valor del
medio externo es de 0 mV. Estas fluctuaciones a menudo se han asociado con la generacién de
potenciales de accién (APs) en condiciones basales o en respuesta a un estimulo agonista.®
Cuando estas oscilaciones alcanzan un valor umbral (aproximadamente -40 mV) se generan APs,
invirtiendo de manera transitoria el voltaje de la membrana llegando a aproximadamente +30 mV,
seguido de una hiperpolarizacion de hasta -85mV. El patron de los APs dependera de la amplitud y
duracion de las oscilaciones de V., proporcionando un mecanismo muy efectivo de sefalizacion
intracelular.®

Aunque en los tirotropos no se conoce con certeza cuales son las corrientes idnicas subumbrales
responsables de la depolarizacién de la membrana desde el reposo hasta el valor umbral, las
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oscilaciones espontaneas se asocian con la salida de Ca®* de reservorios intracelulares, y su
entrada a la célula a través de los VGCC; asi como también por el aporte de los canales de Na®. Los
canales de potasio son esenciales para alcanzar nuevamente el potencial de reposo, son
modulados por voltaje, Ca** y otros segundos mensajeros intracelulares.®® El patrén de la actividad
eléctrica varia entre los diversos tipos celulares.'* * Recientemente, y gracias a la aplicacién de la
técnica de preparacién de rebanadas de hipdfisis, se mostré que las células endocrinas presentan
depolarizaciones transitorias breves de [Ca®']; debido a su actividad eléctrica in situ.”” Poco se sabe
de la actividad eléctrica espontanea de los tirotropos.*

En la actividad eléctrica regulada de los tirotropos intervienen sefiales quimicas que actian como
agonistas a receptores especificos expresados en la membrana celular. Como ya ha sido
mencionado, estos agonistas pueden ser los factores hipotalamicos o productos secretados por las
mismas células hipofisarias, u otras hormonas o estimulos que actlan de forma paracrina o
autocrina. La activacién, en todos los tipos celulares, de los receptores de movilizacidon de Ca*
genera sefiales globales de Ca®* de gran amplitud que estimulan la secrecion. Dentro de dicho
grupo se encuentran los receptores acoplados a proteinas G."*

Receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) son una vasta superfamilia de receptores que
comparten una estructura comun de siete dominios transmembranales con los extremos amino y
carboxilo terminal localizados al exterior y al interior de la célula, respectivamente; y un dominio
extracelular de unién a ligando. Como su nombre lo indica, estos receptores estan acoplados a
proteinas G heterotriméricas, las cuales al ser activadas por la unién del ligando desencadenan

diferentes vias de sefializacién, produciendo mensajeros intracelulares que amplifican la sefial de
Ca2+ 14, 65

Los GPCRs vinculados a la via de sefializacién Go/4; son activados por agonistas en todos los tipos
celulares de la adenohipofisis, y dentro de estos receptores se incluye el TRHR del tipo 1
expresado en lactotropos y tirotropos.®* En estas células el TRH se une al TRHR ocasionando la
disociacion de la proteina Gy/11, cuya subunidad a estimula a la enzima fosfolipasa CB (PLC). Esta
enzima funciona como un amplificador al hidrolizar al 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP,)
produciendo dos mensajeros intracelulares: el 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) y diacilglicerol
(DAG). El IP; se une a sus receptores especificos (IP3R) en el reticulo endoplasmico (ER), que es el
principal reservorio de Ca*, y junto con el Ca’' activa al IPsR. Tras su activacion, el IPsR funciona
como un canal de Ca** permitiendo el eflujo de este ion desde el lumen del ER al citosol,
incrementando entonces la [Ca®'].. Durante la permanencia sostenida del agonista, la movilizacién
de Ca® es acompafiada por el influjo de Ca** a la célula desde el espacio extracelular. Si bien en los
tirotropos la via de sefializacién G,/1; es activada principalmente por TRH, las endotelinas (ETs)

también pueden activarla.** %
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Una de las moléculas mas importantes que contribuyen al control de la exocitosis durante la
activacion de los receptores de movilizacion de Ca** es el DAG. En conjuncidn con el Ca*, el DAG

activa a la proteina cinasa C (PKC) quien incrementa la afinidad por el Ca** durante la exocitosis.**
22

Los estimulos inhibidores como la somatostatina y la dopamina, emplean vias dependientes de
Ca”* para disminuir la secrecién hormonal de sus respectivas células hipofisarias disminuyendo la
disponibilidad de Ca®* en la célula.” En lactotropos la dopamina (DA) se une a sus receptores
especificos tipo 2 (D,), los cuales estan asociados con las proteinas Gy, sensibles a la toxina
pertussis. Esta union ejerce un estimulo de inhibicion ténico de la secrecion de PRL, es decir, con
sélo remover la DA se estimula la secreciéon de PRL.*

En cuestién de segundos de exposicidn, la DA incrementa la actividad de canales de potasio,
ocasionando una hiperpolarizacion de la membrana plasmatica y por consecuencia se inactivan los
VGCC, en particular el de tipo L, con ello reduciendo asi la [Ca**]; y por ende la secrecién hormonal.
Estudios sugieren que ésta es la principal via por la cual la DA ejerce su estimulo inhibidor. Si la
exposicién se prolonga durante minutos u horas, se abole la actividad de la enzima adenilato
ciclasa (AC), resultando en la disminucidn de la produccidon de cAMP y la consecuente supresion de
la proteina cinasa A (PKA). Lo anterior ocasiona la reduccién del metabolismo de fosfato de
inositol, y la supresion de la expresion del gen de PRL. A diferencia de los lactotropos, en los
tirotropos, la aplicacion de DA no inhibe por completo su actividad secretora.™

Dinamica de la actividad de calcio intracelular

Al unirse el TRH a su receptor, en lactotropos y tirotropos, se produce un incremento bifasico en
[Ca®*], donde se observa un pulso o espiga inicial de gran amplitud, seguido por un lento
decaimiento de [Ca**]; hasta llegar a una meseta. El pulso inicial transitorio de [Ca
aporte subito y rapido de Ca”** proveniente del ER; la elevacién sostenida de [Ca’]; resulta del

'], es debido al
incremento del influjo del ion a través de los VGCC tipo L, y del influjo del Ca** inducido por Ca**.
La espiga inicial es finalizada al disminuir la concentracién de P, al agotarse el Ca** del ER y al ser
secuestrado el Ca®* citoplasmatico y posteriormente bombeado fuera de la célula y/o regresado al
ER (Figura10).**®*7°

Entonces, el pulso inicial de Ca*" es derivado a la accién del IP; y Ca®*, en tanto la actividad de la via
DAG-PKC es responsable del mantenimiento de la respuesta de secrecion.®® A altas
concentraciones de TRH predomina la fase inicial de la respuesta, mientras la fase prolongada de
la respuesta se observa a concentraciones de moderadas a bajas de TRH. Una célula puede exhibir
diferentes amplitudes de [Ca®']; en respuesta a distintas concentraciones de TRH.”* La informacion
disponible sobre la dindmica de respuesta a TRH en las células endocrinas proviene, casi en su
totalidad, de estudios realizados en lactotropos.
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El patrén de sefializacion o movilizacion de Ca** es especifico al tipo celular, pero no receptor-
especifico. Cada tipo celular expresa un conjunto Unico de componentes celulares para la
sefializacion de Ca®* y asi crear sistemas de sefializacién con diferentes propiedades espaciales y
temporales.”” Pese a que los lactotropos y tirotropos son tipos celulares distintos ambos
responden de forma similar al TRH, sin embargo, el evento de respuesta en los lactotropos esta
supeditado estrictamente a la presencia de DA. No obstante, la caracterizacién de las vias de
sefializacién de Ca®* en los tirotropos alin se encuentra en fase preliminar.** 7

Al parecer, la actividad eléctrica espontanea en los tirotropos no desencadena secrecidn
sobresaliente, considerandose entonces la idea de que es posible que este tipo de actividad
mantenga a los tirotropos en un estado responsivo con la [Ca®']; cercana al nivel umbral. Este tipo

de estudios sélo se han realizado en experimentos que emplean células aisladas."*

Utilizando rebanadas de hip&fisis y registros de [Ca®']; fluorescentes de larga duracién, Bonnefont
y colaboradores’ reportaron un comportamiento en las células endocrinas que era insdlito en
registros en células aisladas. Descubrieron que las células tienen la habilidad de desencadenar
rafagas ritmicas de transitorios de [Ca*'];, y que éstas son inducidas y moduladas por factores
hipotaldmicos como el TRH. Sugieren que la regulacién de estas rafagas ritmicas pueden optimizar
el tiempo y la cantidad de hormona secretada; y que es probable que mecanismos célula-célula
(e.g. sincronizacién celular mediada por uniones de tipo comunicantes, y factores paracrinos)
ayuden a coordinar el tiempo de secrecién de una célula.

Este tipo de aporte provoca incertidumbre, pues no se sabe si los patrones de los transitorios de
[Ca”]; observados en células aisladas tienen un significado funcional diferente en comparacién con
los exhibidos en células endocrinas que se encuentran en su ambiente nativo. Es por ello que se ha
motivado el disefiar los experimentos relativos a la sefializacion por [Ca®*]; utilizando
preparaciones de la gldndula que preserven tanto la arquitectura del tejido y la ocurrencia como la

actividad espontanea de [Ca**].** 7
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Figura 10 Principales cambios del flujo de ca* ante el estimulo de TRH. A Célula en reposo. B Comienzo de

la espiga inicial de [Caz+]i en respuesta a TRH. El IP; libera Ca*" del reticulo endoplasmico. C Terminacién

de la espiga inicial de [Caz+]i. Declina la produccion de IP; y la liberacion de Ca** del reticulo endoplasmico.
El Ca® citoplasmatico es bombeado fuera de la célula por la PMCA, y disminuye el influjo de Ca*ala

célula a través de VGCC. Se activan canales de potasio y se hiperpolariza la célula. D Meseta de [Ca”*],. El

Influjo de Ca®" a través de VGCC incrementa cuando los multiples canales de potasio son inhibidos para
depolarizar la célula. El influjo de Ca”" a través de los SOCCs incrementa mientras que los reservorios
intracelulares se agotan. TRH, hormona liberadora de tirotropina; TRHR, receptor de TRH; Caz+, ion calcio;
[Ca2+]i, concentracion de calcio intracelular libre; V,,, potencial de membrana; PMCA, ATPasa de Ca2+;
VGCC, canal de calcio activado por voltaje; IP;, 1,4,5-trifosfato de inositol; IP;R, receptor de IP;; SERCA,

ATPasa de Ca2+ del

reticulo sarco(endo)plasmico;

PIP,,

4,5-bifosfato de fosfatidilinositol;

diacilglicerol; PLCB, Fosfolipasa Cf; SOCCs, canales operados por Ca”*. Tomada de Hinkle, et al., 1996.”
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Desensibilizacion del receptor a TRH

Se define desensibilizacién como la disminucién en la respuesta a un agonista en el tiempo, o
como la disminucién en la respuesta a la subsecuente exposicion al agonista.® Las células en las
gue el TRHR estd unido a TRH se mantienen refractarias a futuras estimulaciones con TRH, es decir
estan desensibilizadas, hasta que el agonista es removido y la via de sefializacion permita la
recuperacion de la capacidad de respuesta al TRH o resensibilizacién. Se ha considerado a la
internalizacion de GPCRs como una estrategia celular para controlar su capacidad de respuesta
hacia sefiales extracelulares, y la duracién de este proceso de resensibilizacién dependerd de la
tasa de degradacidn y reciclaje de estos receptores internalizados.”

Tras la unién con su agonista el TRHR es rapidamente fosforilado (t;; = 15 s) en multiples sitios en
el extremo citoplasmatico por cinasas de receptores acoplados a proteinas G (GRKs), ello permite
el reclutamiento de [-arrestinas del citosol hacia el receptor. Al asociarse las B-arrestinas el
receptor se desacopla de la proteina G, se desensibiliza y el complejo TRHR-B-arrestina es
internalizado de una manera dinamina-clatrina dependiente. Como ya se menciond, para
resensibilizarse los receptores deben ser reciclados hacia la membrana plasmatica.
Experimentalmente, cuando el agonista es removido por lavados, la MP es gradualmente
repoblada con TRHR en un t;;;, = 30 minutos, aunque esta bien establecido que la capacidad de
respuesta de [Ca®"]; a altas dosis de TRH requiere de 5-20 minutos. No es del todo claro si este
periodo resulta de la desensibilizacion del receptor o del agotamiento de los reservorios de Ca*".
Cuando se retira el agonista, el receptor es desfosforilado en un t;, menor a 5 min, y antes de que
se haya llevado a cabo una reciclaje extenso de receptores desfosforilados, se recluta un pozo de
receptores que es llevado a la MP.®® 747°
monitoreo del transito de los TRHR al ser internalizados. Concluyen que la mayoria de los

Jones y colaboradores’™ disefiaron una estrategia de

receptores no retornan a la MP hasta después de mds de 2h; sin embargo la densidad de
receptores en la superficie fue restablecida en menos de 1h, indicando que los receptores
reclutados a la MP contribuyen mayormente en la repoblaciéon de la MP (Figura 11). Yu y
colaboradores’”’ reportan que el TRHR puede ser resensibilizado sin su internalizacién.

35



Figura 11 Trdnsito del TRHR. Transito del TRHR en
respuesta a su union con TRH. Las principales vias se

representan con flechas gruesas y las menos utilizados
con flechas delgadas Modificada de Jones, et al.,
2009.”

Regionalizacion

Se han reportado diferencias en atributos anatdomicos y fisioldgicos de poblaciones de tipos
celulares endocrinos con respecto a su distribucion en la glandula hipodfisis. En lactotropos, por
ejemplo, se han observado diferencias en relacién al tamafio celular, la respuesta a TRH, asi como
también a la influencia de otros agonistas de PRL provenientes de los I6bulos posterior e
intermedio que acceden al I6bulo anterior via los vasos portales cortos. Esta distribucion obedece
una disposicién central y lateral del I6bulo anterior, por lo que diversos estudios se han
desarrollado respetando esta division: la central, que comprende la region que rodea a los I6bulos

intermedio y posterior; y la lateral, regién ubicada en la periferia del 16bulo anterior (Figura 12).”*
81

Los mismos autores de los trabajos anteriores sugieren que la accion de factores paracrinos y/o
disponibles por la disposicion de la vasculatura en cada region, pueden estar influenciando a que
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se presente esta regionalizacion. No obstante, dichos estudios se condujeron bajo condiciones que
comprometen la relacion anatémica-funcional del tejido, como por ejemplo cultivos celulares o
preparaciones de la glandula seccionada. La comunidad cientifica ya se ha percatado de esta
situacion, viéndose renovado el interés de la aplicacién en el campo de la endocrinologia de la
técnica de preparaciones de rebanadas de hipdfisis.”*®!

Fauquier y colaboradores®, entre otros grupos de trabajo, aseguran que la hipdfisis rapidamente
removida del craneo y bafiada en una solucidn Ringer casi congelada, cortada en rebanadas de
(120-300 um) con un vibrdtomo; conserva intacta su arquitectura tisular. En nuestro grupo de
trabajo, se estudid la caracterizacion y regionalizacion de la respuesta de [Ca’*]; de lactotropos a
TRH utilizando rebanadas de hipdfisis; y los resultados obtenidos indican que hay una respuesta de
mayor intensidad en la region central, pero difiere con la literatura en que la inhibicién por la
dopamina no fue significativa entre ambas regiones.®

La informacion concerniente a los tirotropos no es tan basta en comparacion con otros tipos
celulares, y dentro de la busqueda que se realizé no se identificé estudio alguno relacionado a la
regionalizacion. La escasa informacidn disponible se obtuvo a partir de experimentos conducidos
bajo condiciones que comprometen la relacion anatdmica-funcional del tejido.

Las demandas fisioldgicas varian a lo largo de la vida de un organismo, y por tanto se presentan
diversos escenarios en donde la hipdfisis- su poblacién celular- modifica su actividad para con esos
ajustes abastecer las necesidades que dicho panorama demanda. Los ajustes implican cambios en
la poblacién celular, que van desde modulaciones en la expresidn de receptores, en la respuesta a
los mismos, en la cantidad de hormona secretada, hasta reclutamiento de otras células,
hiperplasia de la glandula, entre otros. Podria pensarse como un sistema complejo
autoorganizado. Como acertadamente McArdle y Evans definen, es un circo.

La glandula (hipdfisis) no ha sido caracterizada como un escuadron formal de células,
sino como un circo en donde sus actores cambian disfraces, se inmiscuyen en los actos
de otros y nos asombran con hazaiias de contorsiones funcionales.*
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Figura 12 Regionalizacion de la hipdfisis. Esquema que
representa a la adenohipdfisis dividida en las regiones central
(RC) y lateral (RL). NH, neurohipofisis. Adaptado de Diaz, et al.,
2002.”

Dado que los estudios publicados alusivos a tirotropos se han realizado bajo condiciones que
comprometen la relacién anatémica-funcional del tejido, y a que actualmente se dispone de una
técnica precisa de preparacién de rebanadas de hipdfisis que respeta dicha relacién; resulta
interesante investigar si en rebanadas de hipdfisis de raton macho existe alguna diferencia
fisiolégica entre las poblaciones de tirotropos con relacion a su distribucion en la glandula. De ahi
surge la pregunta de si es posible que exista diferencia en la respuesta de calcio intracelular de los
tirotropos a TRH entre la regidn central y lateral de la hip&fisis.

La respuesta a esta pregunta aportaria material que ayude a conocer un poco mas los procesos de
plasticidad que podrian darse ante un evento fisiolégico que demande grandes ajustes en la
secrecién hormonal, como por ejemplo en la condicidn de hipotiroidismo e hipertiroidismo.
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Hipotesis

Dado que en los lactotropos se ha reportado una actividad diferencial entre las regiones central y
lateral de la hipdfisis, y que la fisiologia de las células endocrinas hipofisarias comparten muchos
elementos comunes, se considera que en los tirotropos existird una respuesta diferencial
expresada por variaciones de calcio intracelular a TRH entre la regidn central y lateral de la
glandula.

Objetivos

Identificar si las poblaciones de tirotropos, definidos como células que presentan una respuesta
positiva a TRH y cuya actividad no fue inhibida por dopamina, al ser estimulados con TRH exhiben
variaciones en su respuesta de calcio intracelular con referencia a su ubicacion regional en la
adenohipdfisis.

e Estimar la proporcion de tirotropos en la adenohipéfisis en la RC y RL.

e Comparar las poblaciones de tirotropos en la regiones central y lateral con base en las
variaciones de [Ca®*];en ausencia y presencia del agonista TRH a distintas concentraciones,
el nimero dosis de TRH a las que respondieron, asi como la magnitud de la respuesta.
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Material y métodos

Para identificar si las poblaciones de tirotropos, con referencia a su distribucién regional en la
glandula, exhiben variaciones de la respuesta de calcio intracelular, se emplearon registros de la
actividad espontanea y regulada por el agonista TRH de tirotropos en rebanadas de hipodfisis de
ratén macho adulto.™

Obtencion de rebanadas

Ratones macho adulto de dos meses de edad fueron anestesiados con Pentobarbital (1 mL
/2.5 Kg) via intraperitoneal y sacrificados por decapitacidon. Tras la remocion del cerebro, la
hipdfisis fue extraida e inmediatamente después embebida en agar de alto punto de fusién al 3%
(Invitrogen; Carllab Cal, USA). Una vez enfriado, el cubo de agar se colocé en la platina de un
vibratomo (Leica VT1000S) y se realizaron cortes transversales de 130 um. Durante este proceso,
las rebanadas se mantuvieron sumergidas en solucién salina normal (125 mM NacCl, 2.5 mM KCl, 2
mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 1.25 mM NaH,P0,, 26 mM de NaHCO; y 10 mM glucosa), a temperatura
ambiente y con burbujeo continuo con carbégeno (95% O,, 5% CO,) para mantener el pHa 7.4y
oxigenacion constante. Una vez obtenidas, las rebanadas se mantuvieron por un maximo de
cuatro horas en estas condiciones. Del conjunto de rebanadas de hipodfisis obtenidas por animal,
se seleccioné solamente una rebanada que presentara el tejido sin dafios.

El manejo de los animales se realizé bajo el protocolo aceptado institucionalmente similar a la
Guia de USPH para el uso y cuidado de animales de laboratorio.

Obtencion de los registros de calcio intracelular

Se registraron las fluctuaciones de [Ca*']; mediante espectrometria e imagenologia del indicador
intensiométrico sensible a Ca** Fluo-4 AM en un microscopio estereoscépico de fluorescencia.
Para realizar los registros, las rebanadas fueron inmovilizadas en tridngulos de acetato recubiertos
con poli-L-lisina 0.3% y posteriormente incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente
con solucidn salina adicionada con Fluo-4 AM 2 uM (Teflabs; Austin, USA) y 0.5% de &cido
plurénico F-127 (Sigma, St Louis MO, USA).

Una vez incorporado el Fluo-4 AM, las rebanadas fueron lavadas con solucién salina normal y
colocadas en el fondo de la camara de registro de plexiglas, directamente sobre la platina de un
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microscopio estereoscopico de fluorescencia (Leica MZ 16F Fluo combi Ill), en donde se mantuvo
perfusion constante de solucién salina burbujeada (1ImL/min).

Se obtuvieron secuencias de 300 imagenes de fluorescencia, en ausencia y presencia del agonista,
a partir de la excitacion del Fuo-4 AM con una longitud de onda de 480 nm de excitacion y 510 nm
de emision, durante una exposicion de 300 ms y un intervalo de 300 ms entre cada imagen, siendo
entonces la duracion de cada registro de tres minutos. La adquisicidn se realizé con una camara
digital CCD enfriada (RS Photometrics Sensys) y el software Image Pro Express version 4.5.1.3.

Se aplico el agonista TRH (Sigma-Aldrich) a través de perfusién en bano durante los primeros 30 s
de cada registro, en concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 nM, con lavados de 15 min entre cada
dosis para evitar efectos acumulativos del TRH; posteriormente se aplicé una dosis compuesta de
TRH 100 nM — DA 2uM (Sigma) — TRH 100 nM; al final administré una solucion de alto potasio KCl
140mM para comprobar la viabilidad de las células con el fin de discriminar entre lactotropos y
tirotropos.

Analisis de resultados

Las secuencias de imdagenes se procesaron con el programa de cdmputo Image J (NIH, USA). Para
obtener una serie de imdagenes corregidas se aplicd la funcion matematica F-FO a partir de la
substraccion: i,= (i;-i;)*k;-k, donde i; es la secuencia de imagenes obtenida, i, la primera imagen
de la secuencia obtenida (condicién basal), k;=1y k,=2.

El analisis de las células individuales se realizd6 en la secuencia de imagenes resultantes del
procesamiento (i,). Se seleccionaron y analizaron las células que respondieron a cada una de las
dosis, esto es, aquellas que cambian su concentracién de calcio intracelular en respuesta a la
estimulacién con TRH y por lo tanto su nivel de fluorescencia, los registros obtenidos se
visualizaron en el programa Origin 6.0 (Microcal Software) discriminando asi las respuestas
espontaneas de las respuesta por estimulo con la TRH de cada una de las células individuales.

Para observar la amplitud de la respuesta de cada célula se utilizé el programa Igor (WaveMetrics
2006) en el que se le da un seguimiento célula por célula de la intensidad de la respuesta de
[Ca™];. Los protocolos en Igor fueron descritos por el Dr. Ledn Islas (Facultad de Medicina, UNAM)
y Piere Fontaneaud (Insitute of Functional Genomics, Montpellier Francia).

Se consideraron para el andlisis todas las células de la rebanada que respondieron al estimulo de
KCl, es decir, que se consideraron como células viables, y a partir de esta extraccidon se
seleccionaron para la regidn central y lateral de la AH aquellas células que exhibieron una
respuesta positiva a TRH y cuya actividad no fue inhibida por DA, fueron definidas como
tirotropos.
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Se estimo y compard la poblacidon de tirotropos para la region central y lateral de la AH, con base
en el andlisis del promedio de numero de tirotropos normalizado al area que presentaban
actividad de [Ca’]; ante el estimulo de TRH en sus diferentes concentraciones, o sin él; la
proporcién de tirotropos que respondian a determinado nimero de dosis de TRH a las que fueron
expuestos, el promedio de la intensidad maxima de fluorescencia maxima y el drea bajo la curva
para inferir la magnitud de la respuesta. Los resultados fueron sometidos a analisis utilizando los
estadisticos ANOVA, t y Xi® con el programa de cémputo Excell (Microsoft 2010.)y Origin 6.0.
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Resultados

Los resultados obtenidos a partir del protocolo presentado fueron los siguientes:

Identificacion de tirotropos

La Figura 13 ilustra una rebanada de hipdfisis, con sus respectivas RC y RL, que ha incorporado el
indicador intensiométrico sensible al Ca®* Fluo-4 AM (A). Ademas se presenta una serie de graficas
de superficie de cambio de intensidad de fluorescencia, que se traduce en variaciones de [Ca®],,
sin estimulacion (B), es decir en condiciones basales; ante la presencia del agonista TRH (C), en
donde se observa un cambio de la intensidad de fluorescencia (F-Fy) en aquellas células que
responden de forma positiva al estimulo; y con la estimulacion final de una solucién alta en
potasio (D), considerandose como vivas aquellas células que incrementen F-F,. En todos los
registros se observd aumento en la actividad de calcio asociada a la perfusién con TRH vy la
solucidn alta en potasio.

Una vez comprobada la viabilidad de la rebanada, se procedié a seleccionar a aquellas células
cuyos registros de actividad de [Ca*]; durante los registros exhibian una respuesta positiva a TRH,
descartando aquellas que no lo hacian (Figura 14). Dado que tanto los lactotropos como los
tirotropos responden a TRH, se efectué una segunda seleccion con base a la accion de la DA en los
mismos en la dosis compuesta administrada TRH-DA-TRH. Esto es, al ser la secrecién de PRL de los
lactotropos inhibida ténicamente por la DA, se imposibilita la respuesta al secretagogo cuando
previamente se ha expuesto a DA. Por el contrario, los tirotropos al no estar sujetos a un estimulo
inhibitorio tonico de la DA, estan posibilitados a responder al estimulo de TRH posterior al de la
DA. En la Figura 15 se ejemplifica la discriminacion entre estos dos tipos celulares, donde se
seleccionaron los tirotropos como aquellas células que en sus registros de actividad de [Ca®'];
respondieron de manera positiva tanto a la primera como a la segunda exposicion a TRH, al no ser

inhibidos por DA.
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Figura 13 Grdficos de superficie de intensidad de fluorescencia de rebanadas de hipdfisis de raton macho

adulto. Los picos indican un aumento en la intensidad de fluorescencia. A Rebanada de hipéfisis con el

Fluo-4 AM incorporado. B Actividad basal de la rebanada. C Estimulacién con TRH 100 nM. D
Estimulacidén con solucidn alta en potasio. RC, regidn central; RL, regidn lateral; F-FO, cambio de intensidad
de fluorescencia. Rendén, 2010."°
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Figura 14 Identificacion de células que responden positivamente a TRH. A Rebanada de hipéfisis con el
Fluo 4 AM incorporado. B Ejemplificacién de seleccién de dos células en el campo. C Registro de actividad

de [Ca“]i de célula que exhibe respuesta positiva a TRH 100 nM. D Registro de actividad de [Ca2+]i de
célula que no exhibe respuesta positiva a TRH 100 nM, se mantiene silente. RC, regidn central; RL, region
lateral; TRH, hormona liberadora de tirotropina; DA, dopamina; F-FO, cambio de intensidad de
fluorescencia. Renddn, 2010.%
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Figura 15 Discriminacion entre tirotropos y lactotropos. Registros de actividad de [Ca2+]i en respuesta a una
dosis compuesta de TRH 100 nM — DA 2 uM — TRH 100 nM. A Lactotropo; responde al estimulo de TRH,
después es inhibido por la DA, y por tanto no responde a la segunda exposicion a TRH. B Tirotropo,
responde de forma positiva a ambas exposiciones a TRH. TRH, Hormona liberadora de tirotropina; DA,
dopamina; F-FO, cambio de intensidad de fluorescencia.

Proporcion de tirotropos en la adenohipéfisis y en las
regiones central y lateral

Para estimar la proporcion de tirotropos en la AH, se contabilizaron las células que respondieron al
estimulo de alto potasio y se consideraron como el 100% de poblacién celular de la adenohipdfisis.
A partir de ahi, se calculd que el porcentaje de tirotropos de esta poblacién es de 6%. Con base en
lo anterior, se estimé el nimero de tirotropos normalizado al drea (um) en la RC y RL, siendo
mayor el nimero en la RC (Figura 16). Complementariamente, se realizaron inmunotinciones de
rebanadas de hipodfisis y se calculé el promedio de células positivas a TSH (tirotropos)
normalizadas al area (um) en cada regidn. Se realizé un analisis de varianza, donde se encontro
qgue hay mas células positivas a TSH en RL (Figura 17).
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Figura 16 Porcentaje de tirotropos en la adenohipdfisis. A Porcentaje de la poblacién de tirotropos con

respecto a la poblacién celular endocrina de la adenohipéfisis. B Niimero de tirotropos por unidad de

area en la region central y lateral de la adenohipéfisis. Prueba ANOVA * p<0.05, n=3.
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Figura 17 Inmunotincién de TSH en adenohipdfisis de raton, se muestran las regiones central y lateral. A

Inmunotincion de rebanada de hipodfisis en donde se muestra en verde las células positivas a TSH

(tirotropos). B Células positivas a TSH normalizadas al drea (um) en la regién central y lateral de la
adenohipdfisis. Prueba ANOVA * p<0.05, n=4.
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Respuesta de [ca?']; a TRH de tirotropos de la region central y
lateral

La figura 18 ilustra el seguimiento de la respuesta de [Ca2+]i espontanea y regulada por TRH a
concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 nm. Se graficd y analizé el seguimiento de cada tirotropo, y se
compard la respuesta de la RC y RL bajo diversos parametros como presencia/ausencia de
actividad espontanea; porcentaje de células que responden a cada concentracién y a distinto
numero de exposiciones; promedio de la intensidad maxima y area bajo la curva.

En cuanto a la presencia/ausencia de actividad espontdnea, se encontraron diferencias entre
ambas regiones adenohipofisarias (p<0.05), siendo que el 70% de la poblacién de tirotropos de RL
presenté actividad espontanea, mientras que solo el 40% de la poblacion central lo hizo (Figura
19).

No se observaron diferencias en la respuesta de los tirotropos en ambas regiones anatémicas a las
distintas concentraciones de TRH, con la excepcién de la dosis de 0.1 nM, donde los tirotropos de
la RL respondieron en mayor proporcion (p<0.005) (Figura 20). Con respecto al nimero de
exposiciones a TRH, un mayor numero de tirotropos de la RC respondieron a una, dos y tres dosis
de TRH; mientras que en la RL presentd mayor proporcion de células que respondieron a cuatro
dosis (Figura 21).

La Figura 22 muestra el seguimiento de la intensidad de fluorescencia (Fl) de los tirotropos de la
region central y lateral de una rebanada de hipdfisis. Se puede observar el cambio de color de los
trazos que indican un cambio en la fluorescencia de la célula, y por tanto en la [Ca**]; en el curso
temporal de los eventos de registro. El promedio de la intensidad maxima de fluorescencia de la
poblacion lateral fue mayor en condicidon basal (p<0.0005) y a TRH 0.1 nM (p<0.05), que el
registrado por la poblacion central (Figura 23). El area bajo la curva de la respuesta de la poblacién
lateral fue mayor en condicién basal y en las cuatro dosis de TRH que se administraron (p<0.05)
(Figura 24).
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Figura 18 Efecto de diferentes dosis de TRH en la respuesta de [Caz+],~ a TRH. Se muestran registros de una
sola célula de cada regidn, lateral y central, de la de la adenohipdfisis a TRH 0.1, 1, 10 y 100 nM, con un
intervalo de 15 minutos de reposo entre cada dosis.
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Figura 19 Actividad espontdnea. Porcentaje de tirotropos que presentaron actividad espontanea en la
region central y lateral de la adenohipdfisis. * Prueba Xi? p< 0.005, n=3.
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Figura 20 Respuesta a diversas concentraciones de TRH. Porcentaje de tirotropos que respondieron en
presencia de TRH a 0.1, 1, 10 y 100 nM en la region central y lateral de la adenohipdfisis. * Prueba Xi’ p<
0.005, n=3.
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Figura 21 Respuesta a distinto numero de exposiciones a TRH. Porcentaje de tirotropos que en la totalidad
del registro respondieron a 1, 2, 3 y 4 dosis de TRH. Prueba Xi2 *p< 0.05, n=3.

51



Basal 0.1 1 10 100

F'FO

CENTRAL

L gler ] Q0 0 400

Tiempo (s})

F-Fo

LATERAL

o %0 0 300 400
Tiempo (s}

Figura 22 Seguimiento temporal de la intensidad de fluorescencia (Fi) de los tirotropos en cada region a
diferentes concentraciones de TRH. La barra de color en la izquierda muestra la Fl. En el eje Y, cada linea
representa la Fl de una sola célula con respecto al tiempo (s) representado en el eje X, en condicion basal
y en presencia de TRHa 0.1, 1,10y 100 nM.
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Figura 23 Intensidad mdxima promedio de la respuesta de [Ca®*]; a TRH. Se muestra la intensidad maxima
promedio de los tirotropos en cada region en condicion basal y en presencia de TRHa 0.1, 1, 10 y 100 nM.
Pruebat, ** p< 0.0005, * p< 0.05, n=3.
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Figura 24 Area bajo la curva de la respuesta de [Ca2+]; a TRH. Se presenta el promedio del area bajo la

curva de la respuesta de los tirotropos de la region central y lateral en presencia de TRHa 0.1, 1, 10 y 100
nM. Prueba t, ** p< 0.0005, * p< 0.05, n=3.
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Discusion

El propdsito mds importante de esta tesis fue el de identificar posibles diferencias regionales en la
respuesta de [Ca**]; a TRH de los tirotropos en rebanadas de hipdfisis de ratén macho adulto. Esto
no con la finalidad de establecer subpoblaciones desde el punto de vista cldsico de
heterogeneidad de las células endocrinas, es decir una regionalizacion de subpoblaciones celulares
con atributos inherentes. El concepto de heterogeneidad de las células endocrinas se encuentra
en evolucion, e involucra procesos nuevos, mas dinamicos y complejos; por lo que se ha sugerido
que es mejor llamarlo “plasticidad secretora”. Gracia-Navarro y colaboradores definen este
término como una marcada habilidad de las células endocrinas para adaptar de forma dindmica la
respuesta de sintesis y secrecién ante demandas fisioldgicas del animal, a través de cambios
funcionales complejos a nivel molecular y celular®. La aportacion de esta tesis debe ser vista como
una aproximacion a un estudio de plasticidad secretora en ciernes.

En este trabajo pudimos establecer una preparaciéon biolégica de rebanada de hipofisis viable, y
por tanto es posible obtener informacién a partir de ésta. Las células seleccionadas y denominadas
como tirotropos, es decir aquellas que exhiben una respuesta de [Ca®']; positiva a TRH y cuya
actividad no fue inhibida por la dopamina, presentaron respuestas de calcio similares a las de los
lactotropos. Esto concuerda con la descripcion que Ashworth y Hinkle (1996) realizaron, sin
embargo, aun se desconoce la diferencia del patrén de respuesta entre lactotropos y tirotropos.

Siguiendo nuestro protocolo de seleccion de tirotropos, la fraccion de la poblaciéon celular
representada por los tirotropos es del 6%, cifra concordante con la reportada en la literatura, 5-
10%."* El andlisis de la informacidn obtenida con los registros de la actividad de Ca** sugiere que la
poblacién de tirotropos de la RC responde en mayor proporcion a TRH, sin embargo, las
inmunotinciones indican que existe un mayor niumero de tirotropos en la lateral. Lo anterior
sugiere que pese a que hay mas tirotropos en la RL con respecto a la RC, la poblacién de la RC es
fisiolégicamente mds activa, es decir, ante el estimulo de TRH se involucran mas tirotropos de la
RC en la respuesta. Estos resultados discrepan con los de Nakane (1970), quien mediante
inmunohistoquimica de rebanadas de hipdfisis, sostiene que los tirotropos se encuentran

principalmente distribuidos en la regién central.

Nuestros resultados indican que los tirotropos que exhiben actividad espontdnea se encuentran
principalmente distribuidos en la RL. Segun Stojilkovic, la actividad espontdnea en tirotropos no
conduce a la secreciéon de TSH, admite que poco se conoce de la actividad espontdnea de los
tirotropos, y concluye que es posible que la actividad espontanea mantiene a los tirotropos (asi
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como a los gonadotropos y corticotropos) en un estado responsivo cerca del nivel umbral.** Esto
quiere decir que al presentarse actividad espontanea existe un influjo de Ca** a través de los
canales VGCC abasteciendo los reservorios intracelulares, por consiguiente tras la estimulacion
con el agonista se cuenta con mas Ca’* para responder y muy probablemente mayor secrecién de
TSH.

Considero que la idea anterior respalda el resultado de la prueba de respuesta a diversas
concentraciones de TRH en donde, en comparacién con la RC, un mayor numero de tirotropos de
la RL respondieron ante el estimulo de TRH 0.1 nM. Probablemente esta poblacidn exprese mas
receptores a TRH, por lo cual considero seria interesante se realicen inmuntinciones para el
receptor. Ademas, la intensidad maxima promedio de la respuesta en condicién basal y baja
concentracién de TRH (0.1nM) fue significativamente mayor en esta misma region, sugiriendo que
se alcanza una [Ca**]; mas alta y con ello probablemente mayor secrecion.

En cuanto a la respuesta a distinto nimero de exposiciones a TRH, la RC responde en mayor
proporcién a 1, 2 y 3 dosis; mientras que la RL lo hace a 4 dosis. Es probable que el mecanismo de
trafico del TRHR sea distinto entre ambas regiones, posiblemente en la RC es mads lento y por tanto
no estan disponibles para responder a la siguiente estimulacién; tal vez varie la sintesis,
disponibilidad y/o cantidad de TRHR. Se sugiere se realice un control de desensibilizacién del
receptor. Este resultado difiere al observado por Renddn (2010) en lactotropos, pues reporta que
en la RL hay mas células que responden a una o dos dosis, que en la RC.™

En comparacién con la RC, el drea bajo la curva en todas las dosis fue significativamente mayor en
la RL. Esto sugiere, que la movilizacién Ca*'en la RL es mayor.

Seria interesante el aplicar herramientas de alta resolucidn temporal y espacial, como la
microscopia de fluorescencia de reflexion interna total (TIRFM) o de onda evanescente, que
permiten la obtencidén de imagenes selectivas de eventos que se llevan a cabo en o cerca de la
membrana plasmatica, como la exocitosis.®® De esta forma, seria posible estudiar el movimiento
tanto de las vesiculas secretoras y la repoblacién de los receptores a TRH en la membrana.

Me inclino a suponer que la disponibilidad de receptores y/o los elementos de sefializacién son
distintos entre las células, sin embargo no con esto quiero alentar la idea, por ejemplo, de que
algunos tirotropos carezcan de la capacidad para responder a bajas dosis. Comparto con Gracia-
Navarro y colaboradores (2002) la idea de que es por la plasticidad secretora que se generan
subpoblaciones celulares discretas, como las referidas en la RC y RL, pues de este modo al
presentar componentes secretores y/o elementos de sefalizacion distintos les permite a las
células ajustar finamente sus dinamicas de respuesta ante un requerimiento hormonal
especifico®.

Es permisible considerar que esta heterogeneidad en la respuesta pueda ser posible por la
diferencia en la expresién de distintos elementos de sefalizaciéon. Seria interesante evaluar estas
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diferencias regionales en condiciones fisiolégicas demandantes para los tirotropos, como el
hipo/hipertiroidismo, para estudiar la plasticidad secretora de la glandula.

Aunque este estudio se realizd en condiciones experimentales que preservan la arquitectura
tisular mejor que en otros disefios experimentales, se deja de lado un componente importante
como lo es el sistema vascular y las células asociadas a éste que participan en la regulaciéon de las
células endocrinas. El desarrollo de técnicas in vivo en el que se sumen estos componentes a los
disefios experimentales, asi como el uso de animales transgénicos que permiten visualizar tipos
celulares; permitird se realicen estudios mas finos, que podran integrar con mayor facilidad
variables que ayuden a responder preguntas interesantes en relacién a la hipofisis. Como Evans
oportunamente dice:

La adenohipdfisis es una glandula misteriosa, seductora, y util.

Con base en los resultados obtenidos, resulta razonable suponer que ante un evento en el que se
requiera una mayor secrecién de TSH, como en el hipotiroidismo, la condicidon de plasticidad
secretora ajustard la respuesta de las poblaciones de tirotropos a TRH. Por ejemplo, en la RC
podrian presentarse mas eventos de actividad espontanea, respuesta a mayor numero de
exposiciones a TRH, asi como mayor magnitud de la respuesta; en la RL posiblemente se
incremente la proporcion de células que exhiben una respuesta a TRH. El caso contrario podria
ocurrir al presentarse un cuadro de hipertiroidismo, en donde se requiere disminuya la secrecion
de TSH.

Conclusion

En conclusién, en los tirotropos existe una respuesta diferencial expresada por variaciones de
calcio intracelular a TRH entre la regién central y lateral de la glandula (Cuadro 1). El porcentaje de
tirotropos identificados en la adenohipdfisis fue de 6%. En comparacion con la RL, un mayor

'], ante el estimulo con TRH, pese a

numero de tirotropos de la RC exhiben una respuesta de [Ca
qgue el numero de células positivas a TSH en esta region sea menor; al igual que responden en
mayor proporcién a una, dos y tres exposiciones de TRH. En comparacién con la RC, un mayor
numero de tirotropos de la RL presentan actividad espontdnea, respuesta a baja concentracion de
TRH (0.1 nM) y a las cuatro dosis de TRH a las que fueron expuestas. Ademas, en esta misma
region la intensidad maxima promedio de la respuesta de [Ca**]; producida a baja concentracidn
de TRH y en condicién basal, y el area bajo la curva en todas las dosis, fueron significativamente

mayor.
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Cuadro 1 Sintesis de resultados. Distribucidn y caracterizacion de la respuesta de [Ca2+]i de tirotropos a

TRH.

Central

Lateral

Parametro medido

+

10

100

2+] :

Células que exhiben respuesta de [Ca”"]; a TRH normalizadas al drea

(um).
Células positivas a TSH normalizadas al area (um).

Tirotropos que responden a diferentes concentraciones de TRH.

dosis

dosis

dosis

dosis

Tirotropos que responden a distinto niUmero de exposiciones a TRH.

Basal

0.1

+ |+

10

100

Tirotropos con actividad espontanea.

Intensidad maxima promedio

0.1

10

100

+ |+ |+ |+

Area bajo la curva promedio
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