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Resumen en español 

 

La completa falta de alimento (ayuno) regula a la baja el eje hipotálamo-pituitaria-tiroides. 

En esta condición, la síntesis de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) es reducida en 

las neuronas parvocelulares de la zona media (mPa) del núcleo paraventricular del 

hipotálamo (NPV). Estas neuronas proyectan a la eminencia media (EM) donde las 

terminales axónicas de TRH están en contacto íntimo con las extensiones de los tanicitos 

tipo β2. Los tanicitos expresan a la piroglutamil peptidasa II (PPII), la enzima que degrada 

a la TRH y que se postula, controla su biodisponibilidad en la pituitaria anterior. En este 

trabajo probamos la hipótesis de que el ayuno regula la expresión y actividad de la enzima 

PPII en la EM en ratas macho adultas. Mediante la técnica de hibridación in situ 

semicuantitativa encontramos que los niveles del RNAm de la enzima PPII se 

incrementaron en los tanicitos a 48 horas después del inicio del ayuno. Este incremento fue 

transitorio (no detectado a las 72 horas), seguido de un incremento de la actividad de PPII 

en la eminencia media, y de una reversión parcial de la reducción del mRNA del pro-TRH 

en el NPV y del número de neuronas positivas a TRH detectadas por inmunohistoquímica. 

La adrenalectomía y el tratamiento con corticosterona no cambiaron la actividad de la PPII 

en ratas alimentadas a saciedad. El hipotiroidismo inducido por metimazol produjo una 

disminución profunda en el nivel del RNAm de la PPII en los tanicitos, el cual fue revertido 

luego de 3 días de tratamiento con T4. La actividad de la tiroliberinasa, una isoforma de la 

PPII presente en el suero y secretada por el hígado, se incrementó desde las 48 hasta las 72 

horas de ayuno, mientras que la actividad de la PPII de la pituitaria anterior no fue afectada. 

Concluimos que el incremento en la actividad de PPII en la EM así como la actividad de la 

tiroliberinasa en el ayuno en la rata macho, puede facilitar la reducción profunda del eje 

tiroideo, a pesar de la reactivación parcial de la síntesis de TRH en el NPV. 
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Abstract 

Fasting down-regulates the hypothalamus-pituitary-thyroid (HPT) axis. Thyrotropin 

releasing hormone (TRH) synthesis is reduced in neurons of the parvocellular 

paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVN). These neurons project to the median 

eminence (ME) where TRH terminals are close to the cytoplasmic extensions of β2 

tanycytes. Tanycytes express pyroglutamyl peptidase II (PPII), the TRH-degrading 

ectoenzyme that controls the amount of TRH that reaches the anterior pituitary. We tested 

the hypothesis that fasting regulates ME PPII expression and activity in male rats. Semi-

quantitative in situ hybridization data indicated that PPII mRNA levels increased in 

tanycytes 48 h after fasting initiation. This increase was transitory (not detected at 72 h), 

and followed by an increase of PPII activity in the ME, and a partial reversion of the 

reduction in NPV pro-TRH mRNA levels and number of TRH neurons detected by 

immunohistochemistry. Adrenalectomy and corticosterone treatment did not change ME 

PPII activity 72 h hour later. Methimazole-induced hypothyroidism produced a profound 

drop in tanycytes PPII mRNA levels, which was reverted by 3 days of treatment with T4. 

The activity of thyroliberinase, the serum isoform of PPII secreted by the liver, was 

increased at most fasting time points studied, whereas anterior pituitary PPII activity was 

not affected. We conclude that in fasting male rats delayed increases in ME PPII as well as 

in thyroliberinase activities may facilitate the maintenance of the deep reduction of HPT 

axis function, in spite of a partial reactivation of TRH expression in the PVN.  
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1.- Introducción 

En la actualidad muchas naciones subdesarrolladas padecen hambre. El consumo de 

alimentos es fundamental para obtener energía para realizar las funciones que ocurren 

dentro de nuestro organismo, como la respiración, el mantenimiento de la temperatura 

corporal, la actividad física. El concepto de hambre, definido como la necesidad del 

organismo de consumir alimentos es en realidad un proceso muy complejo que involucra 

diversas respuestas de nuestro organismo para generar esa sensación y finalmente culminar 

con el consumo de alimentos. A diferencia de los estudios sobre la obesidad (balance 

energético positivo) y sus efectos sobre el organismo, la respuesta ante la falta de alimento 

como la restricción alimentario, el ayuno o la anorexia nerviosa (balance energético 

negativo) ha sido estudiada en menor grado. No obstante se sabe que el balance energético 

negativo conduce a un ajuste en la actividad de los ejes neoroendócrinos, que controlan la 

reproducción, el  crecimiento y el metabolismo (Sainsbury et al., 2011). Cuando las 

reservas de alimento son bajas, el eje hipotálamo-pituitaria-tiroides es regulado 

negativamente a través de múltiples cambios que se llevan a cabo en tejidos específicos 

(Sainsbury et al., 2012), estos eventos contribuyen a reducir las hormonas tiroideas en la 

circulación y el gasto energético. En el núcleo paraventricular del hipotálamo, un balance 

energético negativo decrementa la expresión del precursor de la hormona liberadora de 

tirotropina (pro-TRH) así como la concentración de la TRH en la eminencia media (Blake 

et al., 1991). La regulación negativa de la síntesis y liberación de TRH durante el ayuno 

probablemente contribuyen a la disminución de la actividad del eje tiroideo, pero la 

hidrólisis de la TRH en el espacio extracelular pudiese ser otro mecanismo de control 

adicional. La TRH es hidrolizada in vitro por la piroglutamil peptidasa II ) (EC 3.4.19.6) 

una ectoenzima con amplia especificidad (Charli et al., 1998) y que se expresada en unas 

células gliales especializadas localizadas en la eminencia media llamadas tanicitos, donde 

regula la concentración de TRH en el espacio extracelular, antes de que la TRH alcance sus 

células blanco en la pituitaria anterior (Sánchez et al., 2009). Hasta el momento no hay 

estudios que muestren el papel de una ectoenzima en la regulación negativa del eje tiroideo. 

Los mecanismos que regulan el eje tiroideo durante el ayuno no están completamente 

dilucidados, por lo que ampliar el conocimiento básico sobre la regulación de este eje 

puede ayudarnos a mejorar la comprensión de los eventos que conducen a la inhibición de 
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este eje. En esta tesis se investigó la hipótesis de que la expresión y actividad de la PPII en 

la eminencia media se ajusta durante el ayuno como un mecanismo adicional para la 

regulación negativa del eje tiroideo. Puesto que la PPII se expresa en otros compartimentos, 

analizamos la respuesta de la PPII en la pituitaria anterior, el suero (una isoforma soluble), 

y la corteza parietal, para dilucidar si los cambios producidos por el ayuno son tejido 

específico. Además identificamos mecanismos regulatorios de la PPII de la eminencia 

media administrando leptina exógena, corticosterona exógena y manipulando a las 

hormonas tiroideas. Por otra parte se analizó el efecto del ayuno en un ratón que carece del 

gen funcional de la PPII para ver la respuesta del eje tiroideo durante el ayuno en ausencia 

de PPII. Finalmente en este estudio se analizó si el efecto del ayuno sobre la actividad de la 

PPII depende del género, mediante un experimento preliminar de ayuno en ratas hembra 

adultas. 

. 

2.- Antecedentes generales 

2.1.- El balance energético 

El consumo de alimento es fundamental para la sobrevivencia de los organismos. El 

catabolismo de las biomoléculas provenientes de los alimentos (carbohidratos, proteínas, 

grasas) es la fuente próxima de la energía que los animales utilizan para funciones tan 

diversas como la contracción muscular, incluyendo la actividad cardiaca, la actividad 

eléctrica, la generación del calor corporal y la actividad física entre otras funciones que 

permiten la supervivencia del organismo (Havel 2011). Cuando un organismo se alimenta 

ocurren varias respuestas hormonales y centrales para detener el consumo de alimentos una 

vez que está satisfecho (regulación a corto plazo). Al mismo tiempo, se promueve la 

estabilidad de las reservas de energía para mantener un peso corporal constante (regulación 

a largo plazo), estos eventos conllevan un equilibrio entre la entrada y consumo de energía 

denominado, balance energético (Remers et al., 2011). Sin embargo, cuando un organismo 

tiene algún déficit energético (como en el ayuno, la restricción alimentaria o la anorexia 

nerviosa) se aumenta la utilización de reservas (liberación de glucagón al suero con 

incremento de la gluconeogénesis y utilización de ácidos grasos libres) pero también se 

aumenta la expresión de péptidos que provocan el apetito (péptidos orexigénicos) y al 

mismo tiempo se inhibe la síntesis y liberación de los que inhiben el apetito (péptidos 
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anorexigénicos) a nivel periférico y central lo que promueva la búsqueda y el consumo de 

alimentos (Remers et al., 2011). 

Ya que se requiere de una adecuada alimentación para mantener las funciones vitales de los 

organismos, se pudiera pensar que ante un déficit energético se provocan alteraciones sin 

control en todo el organismo. Sin embargo, durante la evolución se han creado respuestas 

fisiológicas específicas ante déficits energéticos para permitir la sobrevivencia del 

organismo y proteger a la especie a través del tiempo. Por ejemplo, la actividad del eje de la 

reproducción se afecta negativamente, lo que reduce las probabilidades de reproducirse y 

cuidar un feto en condiciones de desnutrición (Sainsbury et al., 2011). Otro eje afectado 

ante un déficit energético es el eje tiroideo. En humanos y modelos animales, la actividad 

de este eje se reduce durante la restricción alimentaria y durante el ayuno. Ya que la 

activación del eje tiroideo promueve el consumo de energía mediante la termogénesis 

facultativa y adaptativa y el gasto energético (Silva, 2006), se ha propuesto que durante un 

ayuno este eje disminuye su actividad durante un ayuno como una manera de economizar 

energía ante déficits energéticos. La regulación de este eje ante el ayuno está bien 

documentada, con varias respuestas órgano y proteína específicas que permiten la 

reducción de la actividad del eje (Sainsbury et al., 2011). Antes de describir a fondo el 

efecto del ayuno sobre la actividad del eje tiroideo, primero se describirán las respuestas 

hormonales periféricas y centrales ante el ayuno, como un modelo de déficit energético 

ampliamente estudiado en los roedores.  

 

2.2.- Respuestas metabólicas periféricas ante un ayuno 

La restricción alimentaría en roedores es un protocolo que se utiliza para determinar el 

efecto de la disminución de disponibilidad de alimento que consume un animal 

rutinariamente, teniendo consecuencias como la pérdida de peso.  Esto implica un balance 

energético negativo y aunque este modelo experimental genera resultados que van en la 

misma dirección que la ausencia completa de alimentos como en el ayuno, los animales 

siguen teniendo cierta entrada de energía. Este trabajo está basado en la deprivación 

completa de alimento (ayuno); se describen respuestas tanto periféricas como centrales en 

roedores con ayuno y su relación con la actividad del eje tiroideo bajo esta condición, con 
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un enfoque particular en la molécula bioactiva de TRH y la regulación de su degradación 

en la terminal nerviosa. 

 

Ante un ayuno, el organismo coordina varias respuestas para minimizar el impacto del 

déficit energético, y adecuar su comportamiento. Las respuestas de un organismo ante la 

falta de alimento se llevan a cabo en diferentes etapas en las que participan múltiples 

órganos y diferentes metabolitos para permitir la sobrevivencia del organismo. En primer 

lugar, el tracto digestivo detecta la ausencia de nutrientes (por la disminución de la 

distención de este órgano) mientras que el hígado aumenta la glucogenólisis, comienza a 

liberar cuerpos cetónicos y el tejido adiposo aumenta la secreción de ácidos grasos los 

cuales pueden transformarse en glucosa en el hígado, todo esto para compensar la caída de 

glucosa en la circulación (Friesman y Sticker., 1976). Si las reservas de glucógeno en el 

hígado caen y las reservas energéticas del tejido adiposo ya no son suficientes por causa de 

un ayuno prolongado, el organismo usa como última fuente de energía oxidable las 

proteínas del organismo, esto es ejemplificado en ratas obesas cuya utilización de proteínas 

es mucho más tardía que en ratas no obesas, este retraso se debe a la mayor cantidad de 

tejido adiposo que tienen las primeras (Cherel et al., 1991). En conclusión, la utilización de 

biomoléculas como fuente de energía durante el ayuno sigue este orden; glucosa, ácidos 

grasos y cuerpos cetónicos, y las proteínas. A continuación se enlista la respuesta de 

diferentes algunos de los marcadores metabólicos más estudiados ante un déficit energético 

en los mamíferos. 

 

2.2.1.- Glucosa e insulina 

La glucosa es la principal fuente de energía de los vertebrados. En los mamíferos la 

regulación de la concentración de la glucosa en sangre está regulada por dos hormonas 

pancreáticas, la insulina y el glucagon. Cuando un organismo se alimenta, un incremento en 

la secreción de insulina permite la permeabilidad de la glucosa en las células del organismo 

para que éstas puedan utilizarla como energía, por el contrario, cuando el organismo se 

encuentra en ayuno, la insulina disminuye su secreción y se secreta glucagon, que se 

encarga de promover la degradación de glicógeno en el hígado para obtener glucosa. En la 

rata,  24 horas de ayuno disminuye la concentración de glucosa en sangre hacia valores que 
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se mantienen relativamente bajos y constantes durante 7 días de ayuno (Chatamra et al., 

1984; Walder et al., 1998). Adicionalmente, el déficit energético perjudica la sensibilidad 

de las células del páncreas para liberar insulina en respuesta a glucosa, 24 horas después de 

ayunar a una rata (Zawalich y Zawalich., 2000). En ratas, la insulina sérica disminuye tras 

24 horas de ayuno (Walder et al., 1998). Por lo tanto, la concentración sérica de glucosa y 

la secreción de insulina dependiente de glucosa se ven afectadas negativamente ante un 

ayuno.  

2.2.2.- Ácidos grasos y cuerpos cetónicos 

En estadios de déficit energético, después de la disminución de glucosa en la sangre y la 

terminación de las reservas de glicógeno, los triglicéridos del tejido adiposo son 

hidrolizados por una enzima llamada lipasa sensible a hormona para ácidos grasos libres los 

cuales proporcionarán energía oxidable a órganos como el corazón, musculo esquelético e 

hígado. Esto se debe a un incremento en el RNAm y la actividad de la hormona sensible a 

lipasa debido a una disminución de la concentración de insulina en el suero, esto promueve 

que la vida media del AMPc aumente en los adipocitos y fosforile a dicha enzima 

aumentando su expresión y actividad (Sztalryd and Kraemer, 1994., Dominique et al., 

1996). En ratones, 2 a 18 horas de ayuno provocan un incremento en los ácidos grasos 

libres en el plasma (Steyn et al., 2012), mientras que en la rata 16 horas de ayuno aumentan 

diferentes tipos de ácidos grasos en la circulación (Yu et al., 2006). Finalmente, los cuerpos 

cetónicos (acetona, acetato y el ácido β-hidroxibutirato) son moléculas insolubles en agua 

que son producidas por el hígado a partir de ácidos grasos libres provenientes de los 

adipocitos en respuesta al ayuno.  Los cuerpos cetónicos son transformados posteriormente 

a acetil-CoA en el interior de las células y esta molécula posteriormente brindará energía a 

las mitocondrias de las células como el corazón y el cerebro. En ratas de 3, 8 y 32 semanas 

de edad, se alcanza un pico de cuerpos cetónicos en la circulación posterior a las 48 horas 

de ayuno (Higashino-Matzui et al., 2012). 

 

2.2.3.- Proteínas y aminoácidos 

Cuando un ayuno es prolongado y las reservas de ácidos grasos están por culminar, la 

última fuente de energía utilizada son las proteínas del organismo, la proteína que se utiliza 

para este proceso proviene principalmente del músculo (Addis et al. 1936) en donde las 
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proteínas son degradadas a sus subunidades más pequeñas, los aminoácidos y entran al 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos para generar glucosa. En esta fase del ayuno ocurre 

además un aumento en la actividad locomotora (propuesta como una respuesta conductual 

asociada a la búsqueda de alimento) y se incrementa la excreción de urea, reflejando el 

catabolismo de las proteínas (Koubi et al., 2001, Cherel et al., 2002). Los mecanismos 

moleculares que promueven esta movilización no están dilucidados.  

 

2.2.4.- Ghrelina y  leptina 

Las hormonas ghrelina y leptina son hormonas liberadas del estómago y del tejido adiposo 

blanco, respectivamente. La hormona ghrelina es conocida como la hormona del hambre. 

así, en respuesta al déficit energético, la concentración de ghrelina en la sangre aumenta y 

muestra una tendencia a regresar a niveles basales a las 48 horas en la rata (Toshinai et al., 

2001). En el ratón ocurre la misma respuesta y la ghrelina circulante aumenta de las 9 a las 

18 horas de ayuno (Steyn et al., 2012). En humanos se ha postulado a la hormona motilina 

como la responsable de inducir el aumento de ghrelina en el estómago (Sanger y Lee., 

2008). En cuanto a la leptina, la respuesta es inversa y muestra decrementos en la 

circulación en animales sometidos a ayuno, por ejemplo, se ha monitoreado la caída de la 

leptina circulante desde las 16 horas y el efecto se mantiene hasta 72 horas de ayuno en las 

ratas (Walder et al. 1998). En el ratón, se disminuyen progresivamente la concentración de 

la leptina circulante desde las 2 horas y se mantienen bajas durante todo el periodo de 

ayuno (Steyn et al., 2012). 

 

2.2.5.- Respuesta del nervio vago y el núcleo del tracto solitario.   

Ante un ayuno, diferentes respuestas centrales se activan y promueven la búsqueda de 

alimento. Para ello, el estómago y diferentes centros del cerebro interactúan para inducir el  

apetito y conductas relacionadas con la búsqueda de alimento. Diferentes hormonas que son 

liberadas durante el ayuno pueden informar al cerebro del ayuno (respuesta endócrina) vía 

directa pero también a través del nervio vago. Este se define como un conjunto de nervios 

que contactan diferentes vísceras como el tracto gastrointestinal, el páncreas y el hígado a 

una región del cerebro llamada núcleo del tracto solitario (NTS). En lo que respecta al 

nervio vago y la regulación del balance energético, las conexiones que se encuentran sobre 
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el tracto gastrointestinal detectan los cambios mecánicos y hormonales en el ayuno y 

también  transmite información de osmoreceptores localizados en el duodeno y de los 

glucoreceptores del hígado (respuesta autónoma) (Grill y Hayes 2009). Se postula que la 

activación del nervio vago es integrada en el NTS y más tarde esta señal es transmitida al 

hipotálamo para generar las respuestas adecuadas a la estimulación producida por la falta 

de alimentos. El NTS no solo participa en el relevo de la información del nervio vago, 

también expresa receptores a leptina y la deleción del receptor a leptina en esta zona 

produce hiperfagia (Hayes et al., 2010), indicando el papel de la leptina en el consumo de 

alimentos. Otros efectos relacionados con el consumo de alimentos en el NTS son llevados 

a cabo por el péptido similar al glucagon-1 (GLP-1) que se libera ante los cambios 

nutricionales y mecánicos del tracto gastrointestinal y este actúa sobre su receptor GLP-1R 

localizado en el NTS y potenciando el efecto de la leptina (Grill y Hayes 2009). En esta 

zona, la administración del factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF) disminuye el 

consumo de alimento y también potencia el efecto anorexigénico de la leptina (Sphaet et 

al., 2012). Recientes estudios han mostrado que la ghrelina regula aspectos del balance 

energético en esta zona, independientemente de los efectos de esta hormona en el 

hipotálamo. La administración de un anticuerpo contra grhelina, con la intención de abatir 

su función orexigénica, disminuye el consumo de alimento (Solomon et al., 2006). Por 

tanto, el NTS es una región que contiene elementos para integrar los cambios periféricos y 

nerviosos asociados al ayuno.   

 

2.3.- Papel del hipotálamo en el ayuno 

Los organismos multicelulares utilizan señales para comunicar diferentes compartimentos, 

a veces ubicados a distancias relativamente grandes y así coordinar funciones que dependen 

de la participación de diferentes órganos. Los ejes neuroendócrinos son ejemplo de la 

comunicación intercelular a distancia en los organismos multicelulares. Órganos, células, 

enzimas, receptores, mensajeros químicos y cascadas intracelulares particulares, regulan la 

función de los diferentes ejes. Ante un déficit energético, el eje tiroideo, el eje del 

crecimiento, y el eje de la reproducción se inhiben, mientras que el eje del estrés, el eje 

adrenal, se activa (Sainsbury et al., 2011). Se ha comprobado que estos ejes se regulan ante 

un déficit energético de acuerdo a los cambios de las hormonas circulantes leptina y 
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ghrelina. Los niveles de leptina y grhelina son detectados por neuronas del hipotálamo 

(denominadas de primer orden), en particular por las neuronas del núcleo arcuato que 

tienen receptores para estas hormonas. Las neuronas de primer orden se denominan sistema 

de melanocortinas; contienen diferentes subpoblaciones celulares que a su vez envían 

señales mediante la liberación de sus péptidos contenidos en las terminaciones nerviosas a 

diferentes núcleos del cerebro (neuronas de segundo orden), en particular a neuronas del 

mismo hipotálamo  que participan en la regulación del balance energético como el NPV 

(Núcleo paraventricular), el NDM (núcleo dosomedial) y el hipotálamo lateral (HL) 

(Bouret et al., 2004., Sainsbury et al.,  2011). A continuación se describe el mecanismo por 

el cual funciona el sistema de melanocortinas del núcleo arcuato.  

 

2.3.1.- El núcleo arcuato del hipotálamo responde a los niveles de ghrelina y leptina 

circulantes. 

En el núcleo arcuato, el sistema de melanocortinas se compone de diferentes 

subpoblaciones neuronales que son blanco de leptina y ghrelina, y por lo tanto, son 

neuronas que llevan el mensaje del estatus energético periférico de un organismo al cerebro 

(figura 1). El sistema de melanocortinas se denomina así porque uno de los péptidos (la 

hormona estimuladora de los α-melanocitos), y sus receptores (receptor de melanocortinas 

3 y 4 , Mc3R y Mc4R) participan en la regulación de este sistema. Además contiene 

subpoblaciones neuronales que sintetizan y liberan a dos péptidos denominados 

“neuropéptido Y (NPY)” y “proteína relacionada con el agouti” (neuronas NPY/AgRP), 

cuyas similitudes fisiológicas son que ambas son reguladas positivamente por grhelina y 

negativamente por leptina (Barsh y Schwartz, 2002), además estos péptidos son 

sintetizados por las mismas neuronas del núcleo arcuato (Hahn et al., 1998). Consistente 

con este papel, la inyección intraperitoneal de ghrelina y la administración central de NPY 

promueven un aumento en el consumo de alimento y ganancia del peso corporal en 

animales control (Gehlert 1999, Cabral et al., 2013). Por lo tanto, la estimulación de estas 

neuronas provoca el apetito y el consumo de alimentos (Sainsbury et al., 2011). Por otro 

lado, otra subpoblación de neuronas del arcuato, coexpresan al péptido denominado 

transcrito regulado por cocaína y anfetamina (CART) y a la proopiomelanocortina (POMC) 

(neuronas POMC/CART); dichas neuronas coexisten en las mismas neuronas (Elias et al., 
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1.3.2.- Papel de la eminencia media y de los tanicitos 

La comunicación y el control de los ejes hipotálamo-pituitaria-órganos periféricos se lleva a 

cabo gracias a una microestructura localizada en la base del cerebro denominada eminencia 

media, cuya estructura es definida como una región está compuesta por células 

neurosecretoras, recibe flujo sanguíneo a través de un sistema de vasos sanguíneos 

denominado sistema portahipofisiario, contiene células ependimales y gliales que permiten 

el transporte de mensajeros químicos que van del cerebro a la periferia y viceversa. Por 

ejemplo, los tanicitos, un tipo de células gliales especializadas que se describirán en el 

siguiente párrafo,  son los responsables de transportar leptina y ghrelina de la circulación al 

sistema nervioso central (Cabral et al., 2012., Balland et al., 2014) Por lo tanto, la 

eminencia media es una de las rutas de acceso al cerebro de las moléculas periféricas que se 

liberan durante el ayuno. Esta estructura está conservada en todos los vertebrados y 

aquellos organismos que no pertenecen al sub filum de vertebrados no contienen este 

sistema portahipofisiario y por lo tanto, la comunicación entre ambos órganos se realiza de 

manera directa entre los axones del hipotálamo y las  células de la pituitaria anterior 

(Kobayashi et al., 1970).  

 

Existen cuatro subtipos celulares de tanicitos clasificados de acuerdo a su anatomía, 

distribución y las moléculas que se expresan en cada subpoblación (α1, α2, β1 y β2, figura 

4) (Rodríguez et al., 2005). Los somas de estas cuatro subpoblaciones se encuentran 

distribuídos en dos tercios del tercer ventrículo, en contacto con el fluido cerebroespinal; 

tienen la particularidad de tener extensiones citoplasmáticas que contactan algunas zonas 

del hipotálamo, por ejemplo, las extensiones de la subpoblación α1contacta al núcleo 

dorsomedial (NDM), las extensiones de la subpoblación α2 contactan al núcleo 

ventromedial (NVM), las extensiones de la subpoblación β1 contactan a las neuronas del 

núcleo arcuato y las extensiones de la subpoblación β2 contactan a los capilares del sistema 

portahipofisiario de la eminencia media (Rodriguez et al., 2005). Esta última subpoblación 

tiene la particularidad de funcionar como una barrera de comunicación entre el sistema 

nervioso central y periférico. Hormonas como la leptina y la ghrelina han mostrado ser 

internalizadas por los tanicitos  β2: recientemente se ha demostrado que la leptina y la 

ghrelina periférica son capturadas por las extensiones citoplasmáticas de los tanicitos de la 
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eminencia media y transportados al fluido cerebroespinal donde posteriormente difunden y 

llega a regiones del hipotálamo mediobasal como el núcleo arcuato, NDM y el NVM 

(Schaffer et a., 2014.,Balland et al., 2014).  

 

La diferenciación de los tanicitos en la rata comienza en el día embrionario 19 y su 

maduración continua hasta 30 días después del nacimiento (Rodríguez et al., 2005). 

Recientemente se han identificado algunos factores que contribuyen a la diferenciación 

específica de los tanicitos en el desarrollo del ratón; se ha identificado por ejemplo a un 

factor transcripcional denominado LHX2 cuya pérdida de función evita que los tanicitos 

logren establecer su fenotipo durante el desarrollo, debido en parte a que LHX2 regula 

positivamente a Rax (Retinal homeobox protein), un factor de transcripción  necesario para 

el desarrollo de los tanicitos (Salvatierra et al., 2015). La perdida de función de LHX2 en el 

ratón adulto tiene además efectos fisiológicos importantes; por ejemplo, los tanicitos dejan 

de expresar a la enzima desiodasa 2 y a Rax (Salvatierra et al., 2015), indicando que este 

factor es necesario no solo en el desarrollo, si no que en la etapa adulta mantiene la 

identidad molecular de estas células. Al igual que en el desarrollo, las células gliales 

radiales pueden generar nuevas neuronas en algunas zonas particulares del cerebro en el 

cerebro adulto y los tanicitos hipotalámicos han mostrado ser progenitores de células 

neuronales. Una proteína poco caracterizada en vertebrados denominada UGS148 y que se 

expresa específicamente en células pluripotentes se expresa en los tanicitos (Ming-San Ma 

et al., 2014). Estas células han mostrado generar nuevas neuronas ante diferentes estímulos 

fisiológicos, por ejemplo, dietas altas en grasa (Lee et al., 2012) y el ejercicio voluntario 

(Niwa et al., 2015).  
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Figura 2. Distribución espacial de las diferentes subpoblaciones de los tanicitos. A.- Se muestra 
mediante una tinción de Golgi (negro) la presencia de los subtipos de tanicitos alrededor del tercer 
ventrículo y sus extensiones citoplasmáticas dirigiéndose hacia diferentes zonas del hipotálamo. B.- 
Se muestra una tinción con vimentina, un marcador de los tanicitos (Imagen tomada de Rodríguez 
et al., 2005). C.- Se muestra mediante un cuadro rojo la ubicación de la figura izquierda en un corte 
coronal del cerebro de la rata. 
 

1.4.- Generalidades sobre el eje hipotálamo-pituitaria-tiroides 

A nivel de cerebro, específicamente en el núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV) se 

sintetiza la hormona liberadora de tirotropina (TRH: pGlu-His-Pro-NH2). En el NPV 

existen distintos tipos de neuronas que expresan a la TRH, pero solo las que se encuentran 

en la zona parvocelular media proyectan sus axones hacia la eminencia media (Fekete et al., 

2000., Kádár et al., 2011) y por tanto, controlan el eje tiroideo. El gen de la TRH se 

conforma de 3 exones y 2 intrones, que luego de un proceso de edición o “splicing” 

alternativo genera un precursor de alto peso molecular que contiene 5 veces repetida la 

secuencia Gln-His-Pro-Gly. Mediante el empleo de cultivos primarios hipotalámicos de 

rata, se ha observado que el procesamiento del precursor de TRH tiene lugar durante el 

transporte axonal para posteriormente almacenarse en las terminaciones nerviosas (Nillni et 

al., 1996). Durante su recorrido a través del sistema de endomembranas (retículo 

endoplásmico, aparato de Golgi y vesículas de transporte) este precursor es hidrolizado por 

las convertasas de prohormonas (PC´s, por sus siglas en ingles, “protein convestases”) y la 

carboxipeptidasa E, para generar Gln-His-Pro-Gly; enseguida, la enzima glutaminil ciclasa 

convierte la Gln a pGlu y finalmente una monooxigenasa alfa-amidante de la peptidoglicina 

A                                  B                                       C
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(PAM) forma el extremo NH2 a partir de  la glicina, generando el péptido maduro (Joseph-

Bravo et al., 1998). Así, bajo un estímulo fisiológico, la TRH madura será liberada de las 

terminales axónicas del NPV en la eminencia media para posteriormente ser transportada a 

la adenohipófisis o pituitaria anterior, en donde ejercerá su acción.  

 

En la adenohipofisis, la TRH aumenta la síntesis y liberación de tirotropina (TSH) mediante 

su unión a un receptor denominado TRH-R1, el cual es un receptor de la familia de siete 

dominios transmembranales acoplado a proteínas G (Straub et al., 1990). Aunque el efecto 

más conocido de la TSH es la inducción de la síntesis y liberación de hormonas tiroideas en  

la glándula tiroides, recientemente se ha demostrado que la TSH tiene efectos 

independientes de la glándula tiroides. La TSH ha mostrado modular el balance  energético 

mediante su acción en otros tejidos distintos de la tiroides, donde también se expresa su 

receptor (TSH-R), por ejemplo, la TSH aumenta la lipólisis en el tejido adiposo blanco in 

vitro y aumenta la concentración circulante de ácidos grasos libres (Gagnon et al., 2010), 

mientras que en el tejido adiposo pardo, un tejido que participa en procesos de 

termorregulación en mamíferos, promueve la expresión y actividad de enzimas que 

participan en el proceso de termogénesis como la enzima desacoplante 1 (UCP1), la 

actividad de la desiodasa tipo 2 (D2), e incrementa el consumo de oxígeno, un indicador de 

actividad metabólica (Martinez-deMena et al., 2014). 

 

Las hormonas tiroideas, triiodotironina (3,3´,5-triiodotironina, T3) y la tiroxina (3,3´,5,5-

tetraiodotironina, T4), las hormonas efectoras del eje tiroideo, son liberadas de la glándula 

tiroides en diferentes proporciones, la T4 es liberada en mayor proporción con un 80% 

aproximadamente, mientras el 20% restante es la T3 y esta última es considerada la 

hormona activa. Aunque las hormonas tiroideas son de naturaleza liposoluble, estas son  

transportadas al interior y al exterior de la célula a través de varios transportadores 

específicos que actúan a través de un mecanismo dependiente de energía (Visser et al., 

2008). Estos transportadores no solo ingresan y egresan hormona de sus células blanco, 

sino que también permite pasar hormonas de un compartimento a otro: por ejemplo, de la 

circulación al sistema nervioso central.  Se han descrito diferentes transportadores para las 

hormonas tiroideas, entre ellos algunos miembros de la familia de los polipéptidos 
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transportadores de aniones orgánicos (OATP´s, por sus siglas en ingles), algunos 

transportadores de aminoácidos y de la familia de transportadores de monocarboxilatos  

(MCT, por sus siglas en ingles), la translocasa de ácidos grasos, entre otros, pero solo 

OATP1C1 , MCT8 y MCT10 muestran alta afinidad para las hormonas tiroideas 

(Hennemann et al., 2001., Visser et al., 2008). De estos, solo el transportador OATP1C1 se 

encuentra expresado en el plexo coroideo y en la barrera hematoencefálica (Suguyama et 

al., 2003) indicando su papel en el transporte de las hormonas tiroideas de la circulación a 

cerebro, El MCT8 se encuentra expresado en el plexo coroideo, los tanicitos de la 

eminencia media y la barrera hematoencefálica (Heuer et al., 2005., Alkemade et al., 2011) 

y evidenció su papel en el transporte de las hormonas tiroideas ya que mutaciones en el gen 

que codifica esta proteína tiene efectos clínicos en humanos asociados a la falta de 

hormonas tiroideas caracterizados por un retardo psicomotor severo y conocido como 

síndrome Allan-Herndon-Dudley (Schwartz et al., 2005). En el ratón, la deficiencia del gen 

de MCT8 no muestra efectos neurológicos evidentes, pero el ratón con una doble mutación 

(mutación en el gen de MCT8 y de OATP1C1)  muestra anormalidades locomotoras, 

sugiriendo que en humanos, el transporte de hormonas tiroideas al cerebro se lleva a cabo 

principalmente por MCT8, mientras que en el ratón se lleva a cabo por  MCT8 y por 

OATP1C1 (Mayerl et al., 2014). 

 

Adicionalmente existen unas enzimas llamadas desiodasas que se encargan de metabolizar 

a las hormonas tiroideas; la desiodasa 1 (D1) y la desiodasa 2 (D2) catalizan la 

monodeiodinación del Iodo 5´externo, convirtiendo la T4 en T3. Por otro lado, la desiodasa 

3 (D3) se encarga de la monodeiodinación del Iodo 5´interno generando T3 reversa (T3r), 

un producto con baja actividad biológica. En algunos casos se puede generar diiodotironina 

(3,5-T2) que se creía era un metabolito sin actividad biológica aunque recientemente ha 

demostrado tener diversos efectos biológicos (Orozco et al., 2014).  Las desiodasas tienen 

un patrón de regulación que depende de la ontogenia del organismo y se expresan 

diferencialmente en los tejidos (Bates et al., 1999). Finalmente, las hormonas tiroideas 

llevan a cabo sus efectos mediante su unión a receptores de hormonas tiroideas (TRs, por 

sus siglas en inglés), codificados por dos distintos genes y que por splicing alternativo 

generan 4 receptores funcionales denominados TRα1, TRα2, TRβ1 y TRβ2 (Cheng et al., 
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2010). Si bien existen varias subunidades, es la del TRβ2 la encargada de participar en la 

regulación negativa del eje tiroideo mediante la inhibición de la expresión del gen de TRH 

en el NPV y de la expresión de las subunidades que codifican para el heterodímero de la 

TSH (subunidad α y subunidad β) (Lechan y Fekete., 2014).  

 

Finalmente, el eje tiroideo está sujeto a un mecanismo de retroalimentación negativa, es 

decir, cuando las hormonas tiroideas se encuentran bajas en la circulación, la síntesis de 

TRH y TSH aumentan en el NPV y la pituitaria anterior, respectivamente, para mantener 

hormonas tiroideas circulantes constantes, por el contrario, si las hormonas en la 

circulación se encuentran elevadas, estas son capaces de inhibir directamente la síntesis de 

TRH y TSH (Lechan y Fekete., 2014). En una condición crónica de hormonas tiroideas 

circulantes elevadas, se considera que el sujeto está hipertiroideo, y las manifestaciones son 

un aumento en la pérdida de peso, un aumento del gasto energético basal, aumento de la 

lipólis y aumento de la gluconeogénesis. Por el contrario, bajas concentraciones de 

hormonas tiroideas (hipotiroidismo) están asociadas a un aumento en la ganancia de peso, 

disminución del gasto energético basal, aumento en las concentraciones de colesterol, 

disminución de la lipolisis y de la gluconeogénesis (Mullur et al., 2014). Algunos de los 

efectos mas conocidos de altas concentraciones de hormonas tiroideas en la circulación 

(hipertiroidismo) son un aumento en la pérdida de peso, un aumento del gasto energético 

basal, aumento de la lipólis y aumento de la gluconeogénesis, mientras que por el contrario, 

bajas concentraciones de hormonas tiroideas (hipotiroidismo) están asociadas a un aumento 

en la ganancia de peso, disminución del gasto energético basal, aumento en las 

concentraciones de colesterol, disminución de la lipolisis y de la gluconeogénesis (Mullur 

et al., 2014).  Algunos de los efectos de las hormonas tiroideas se deben a que activan del 

sistema nervioso autónomo; por ejemplo, el aumento de los niveles de glucosa en sangre 

debidos a la gluconeogénesis se deben a que las hormonas tiroideas activan a neuronas pre-

autonómicas del NPV, que a su vez interactúa con el sistema autónomo afectando el 

funcionamiento del hígado, sitio donde se lleva a cabo la gluconeogénesis (Klieverick et al., 

2009). En conclusión, el eje hipitálamo-pituitaria-tiroides es activado centralmente por la 

TRH que a su  vez induce la síntesis y liberación de TSH en la pituitaria, la TSH  a su vez 

se une a su receptor localizado en la tiroides (figura 3). Esto induce la síntesis y liberación 



18 
 

de hormonas tiroideas que serán transportadas, biotransformadas para finalmente unirse a 

sus receptores nucleares y de esta manera regular positiva- o negarivamente la síntesis de 

proteínas de novo 

 

 

 

 

 

Figura 3.- El eje hipotalámico-adenohipofisiario-tiroideo. A.- El TRH es sintetizado en el núcleo 
paraventricular del hipotálamo. Ante un estímulo fisiológico, las terminales nerviosas de estas 
neuronas ubicadas en la eminencia media liberan el péptido hacia el sistema portal, lo que permite 
que sea transportado a la adenohipófisis donde induce la liberación de tirotropina. La tirotropina 
secretada llega a la tiroides y estimula la liberación de T3 y T4. NPV: Núcleo paraventricular; EM: 
eminencia media. Tomado y modificado de Squire et al., 2003.B.- La hormona liberadora de 
tirotropina. El TRH es un tripéptido de secuencia piroglutamil-histidil-prolinamida (pGlu-His-
ProNH2). Tomado de Cummins y O´Connor, 1998. 

 

2.5.-  Respuesta del eje adrenal al ayuno 

Ya que el eje adrenal ha mostrado regular algunos aspectos del eje tiroideo durante el 

ayuno (que se describirá más adelante), cabe mencionar generalidades del eje adrenal y su 

respuesta ante el ayuno. La corticosterona es una hormona de naturaleza esteroidea 

sintetizada y liberada por la glándula adrenal y con múltiples blancos tanto a nivel central, 

como periférico. Esta hormona se libera en respuesta a la activación del eje adrenal, 

A B 
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mediante incremento en la síntesis y liberación de la hormona liberadora de corticotropina 

(CRH) en el NPV del hipotálamo que a su vez estimula la liberación de hormona 

adrenocorticotropa (ACTH) en la pituitaria anterior y que finalmente estimula la síntesis y 

liberación de corticosterona en la glándula adrenal. En el ayuno esta hormona incrementa 

su concentración plasmática y promueve la utilización de aminoácidos como fuente de 

glucosa (Tischler et al., 1998). El aumento de esta hormona se explica en parte por la 

activación del eje adrenal, puesto que el ayuno promueve un aumento en el RNAm de CRH 

en el NPV y del RNAm del marcador de respuesta neuronal c-Fos (Timofeeva y Richard., 

1997). Otros mecanismos, como el decremento de su metabolismo en el hígado en 

respuesta al ayuno parecen explicar este incremento (Woodward et al., 1991).  

 

3.- Antecedentes particulares 

3.1.- El eje  tiroideo durante el ayuno 

Uno de los eventos fisiológicos que regulan el eje tiroideo más estudiados es la completa 

deprivación de alimento ó ayuno (se le puede encontrar como “fasting” ó “starvatión” en 

ingles) y en menor grado, la restricción de alimento (que consiste en disminuir la cantidad 

de alimento que un animal consume habitualmente). Se ha demostrado que el ayuno 

disminuye la función del eje tiroideo, provocando cambios en cada uno de los órganos que 

participan en este eje (Sainsbury et al., 2011), como puede evidenciarse en la baja de los 

niveles del RNAm de TRH en el núcleo paraventricular, de la concentración sérica de TSH, 

y de hormonas tiroideas circulantes, lo que se ha interpretado como una respuesta 

adaptativa para reducir el metabolismo y el gasto energético en condiciones de baja 

disponibilidad de energía (Blake et al., 1991, Légrádi et al., 1997). Los primeros estudios 

en humanos realizados alrededor de 1970 mostraron una bajada de los niveles séricos de las 

hormonas T4 y T3 en personas con anorexia o en sujetos sanos sometidos a 5 días de ayuno 

(Hurd et al., 1977, Harris et al., 1978, Komaki et al., 1986). La disminución de hormonas 

tiroideas en la circulación ante el ayuno se explican, además de la inhibición del eje 

tiroideo, a un aumento en su metabolismo y degradación por sulfatación (Vella et al., 

2014), aumento en la expresión de la D3 del hígado, la enzima de que inactiva a la T3, así 

como un aumento en el contenido de hormonas tiroideas en los tejidos (Galton et al., 2014). 
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En cuanto a la concentración de TSH en la sangre, algunos investigadores encontraron 

cambios pero otros no (Carson et al., 1977, Portnay et al., 1974), probablemente debido a 

los diferentes protocolos utilizados en las investigaciones, pero también posiblemente al 

hecho de que la bioactividad de la TSH pueda cambiar por modificaciones de su 

glicosilación sin que sea detectable por un radioinmunoensayo (Weintraub et al., 1989). 

Estudios posteriores en ratas y ratones mostraron resultados similares, aunque los efectos 

en roedores fueron más profundos. En esta especie no solo se analizó el efecto del ayuno 

sobre las hormonas circulantes, en donde las concentraciones de tirotropina, T3 y T4 

mostraron claras disminuciones en la circulación en periodos de 48 a 64 horas de ayuno, 

sino que también  se analizó la expresión del RNA mensajero de la tirotropina y los niveles 

del RNA mensajero de TRH en el NPV en los mismos periodos de ayuno, encontrando que 

estos estaban también disminuidos  (Blake et al., 1981., Shi et al., 1993, Légrádi et al., 

1997). Hoy se sabe además que la realimentación revierte estos cambios. Por ejemplo, tras 

un ayuno y la posterior realimentación, se restaura la expresión del RNAm de TRH en el 

NPV, la expresión de la TSH en la pituitaria y la concentración de tirotropina en la 

circulación (Boelen et al., 2006, Sánchez et al., 2008).  

 

Por otro lado, en modelos de restricción alimentaria, se observan respuestas del eje tiroideo 

cuyo sentido es similar, tanto a nivel del RNA mensajero de TRH en el NPV, como a nivel 

de las hormonas periféricas del eje (Jaimes-Hoy et al., 2007). Por lo tanto, se infiere que en 

respuesta al ayuno ó a la restricción, la disminución de la actividad de las neuronas 

TRHérgicas contribuye a la caída de los otros marcadores del eje. Sin embargo, efectos al 

nivel de otros órganos como la pituitaria o la tiroides pudieran también contribuir al ajuste 

del eje. Estos datos llevaron rápidamente a los investigadores a intentar dilucidar los 

mecanismos que llevan al ajuste a la baja del eje.  

 

3.2.- Mecanismos de control del eje tiroideo en el ayuno  

Las neuronas del núcleo arcuato proyectan a zonas del hipotálamo que controlan la ingesta 

de alimentos como el hipotálamo lateral, el hipotálamo dorsomedial y hacia los somas de 

neuronas del núcleo paraventricular del hipotálamo (NPV) (Bouret et al., 2004), donde se 

sintetiza la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que controla la activación del eje 
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tiroideo (Lechan y Fekete 2014., Sainsbury et al., 2013). Por lo tanto, el núcleo arcuato es 

una región que controla la actividad del eje tiroideo de acuerdo al balance de energía. La 

administración central de glucosa o insulina durante el ayuno, no revierten la bajada de la 

expresión del RNAm de TRH, mientras que la administración de leptina, si revierte esta 

bajada  regresando el RNAm de la TRH a valores control, indicando que parte de los 

cambios ocurridos en el ayuno con el eje tiroideo se deben a la bajada leptina circulante 

(Fekete et al., 2006). Lesiones en el núcleo arcuato abaten la caída del mRNA de TRH en el 

NPV en el ayuno (Legradi et al., 1998), sugiriendo el papel de las melanocortinas en esta 

regulación. Consistente con esto, CART y α-MSH ha mostrado tener proyecciones hacia el 

PVN y tienen un efecto positivo sobre el mRNA de la TRH del NPV cuando se administra 

centralmente y durante el ayuno, cuando ambos son regulados negativamente, la 

administración  central de CART y α-MSH revierte la caída del mRNA de la TRH (Fekete 

et al., 2000a., Fekete et al., 2000b). Por el contrario, se ha demostrado que el Agrp y el 

NPY inhiben la síntesis del RNAm de la TRH en el PVN cuando se inyectan centralmente 

(Fekete et al., 2002). AgrP actúa como un antagonista de receptor a α-MSH, y en el ayuno, 

cuando AgrP aumenta, incrementa su efecto antagónico sobre la acción positiva  de α-MSH 

sobre el eje tiroideo (Fekete et al., 2002). Por lo tanto, el núcleo arcuato, a través de las 

subpoblaciones POMC/CART, AgrP/NPY regulan al eje tiroideo en el ayuno. 

 

3.2.1.- Papel de la leptina 

En cuanto a los mecanismos que inician la inhibición del eje tiroideo durante el ayuno, la 

leptina fue la primera hormona en postularse como parte de los mecanismos regulatorios ya 

que se encontró que el ayuno disminuye la actividad de varios ejes neuroendócrinos, pero la 

administración exógena de leptina durante el periodo de ayuno revierte estos efectos 

(Ahima et al., 1996). La leptina es liberada del tejido adiposo, cruza la barrera 

hematoencefálica y actúa sobre el núcleo arcuato que expresa el receptor biológicamente 

activo a leptina (Hâkansson et al., 1998) y la administración exógena de leptina durante un 

ayuno (para evitar la caída de esta hormona) revierte la caída del mRNA de TRH en el 

NPV y de las concentraciones séricas de TSH (Légradi et al., 1997). El mecanismo de 

regulación de la leptina sobre la actividad del mRNA de TRH es indirecto, ya que una vez 

que la leptina cae en el ayuno, las neuronas del nucleo arcuato que expresan al NPY/AgRP 
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son activadas, y en paralelo, la otra subpoblación del nucleo arcuato que expresa 

CART/POMC son inhibidas,  esto da como resultado un incremento en la liberación de 

NPY y AgRP que tiene efecto inhibitorio sobre las neuronas de TRH en el NPV 

concomitantemente con  el decremento en la liberación de α-MSH en el PVN (Lechan y 

Fekete et al., 2014)  

 

3.2.2.- Papel  de las hormonas tiroideas y desiodasas en la inhibición del eje tiroideo 

durante el ayuno 

En el ayuno, cuando las hormonas tiroideas circulantes se encuentran disminuidas, el 

mecanismo de retroalimentación negativa para el eje tiroideo mencionado anteriormente no 

opera, por ejemplo, a una disminución de hormonas tiroideas, se espera un aumento en el 

RNAm de TRH y mayor TSH en la circulación. Para explicar esta paradoja, se ha postulado 

que la D2 de los tanicitos aumenta su expresión y actividad en el hipotálamo durante el 

ayuno, dando como resultado un aumento concentración local de T3 promoviendo la 

inhibición del gen de TRH (Diano et al., 1998). En muchas regiones, incluyendo el cerebro, 

el rol primario de la D2 es proveer la concentración local de T3  adecuada, si la 

disponibilidad de T3 y T4 declinan en la circulación sanguínea y permitiendo a los tejidos 

blanco llevar a cabo funciones dependientes de hormonas tiroideas(Lechan y Fekete 2014). 

No obstante, recientemente se ha redebatido el papel de la D2 de los tanicitos en la 

regulación del eje tiroideo durante el ayuno  (Lechan y Fekete., 2014). Un reciente reporte 

además no encuentra cambios en la actividad de D2 durante el ayuno (Galton et al., 2014). 

Por lo tanto, el papel de la D2 y las concentraciones de T3 locales debe ser reevaluado y 

comprobado. 

 

3.2.3.- Papel  de la corticosterona 

La corticosterona, un producto de la activación del eje adrenal ha mostrado regular 

diferentes elementos del eje tiroideo a varios niveles. Por ejemplo, la adrenalectomía 

aumenta la expresión del mRNA de TRH en el núcleo paraventricular, mientras que la 

administración exógena de corticosterona o dexametasona inhibe la síntesis (Kakucska et 

al., 1995). Por otro lado, se ha demostrado que la corticosterona inhibe la secreción de TSH 

en respuesta a la administración de TRH exógeno (Brabant et al., 1989). Por tanto, la 
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corticosterona inhibe al eje tiroideo a nivel del NPV y a nivel de la pituitaria anterior. 

Finalmente la corticosterona tiene un efecto permisivo en cuanto al aumento de la actividad 

de la D2 en el hipotálamo, ya que la remoción de la glándula adrenal en conjunto con la 

prevención de la caída de leptina durante el ayuno previenen el aumento de la D2 en el 

hipotálamo mediobasal, mientras la simple adrenalectomía o la simple administración de 

leptina no generan durante el ayuno, no generan este cambio. Por tanto, se requiere el 

aumento de la corticosterona y la caída de leptina de manera concomitante para permitir el 

cambio en la actividad de la D2 (Coppola et al., 2005).  

 

3.3.- Efecto del ayuno en ratas hembra 

Todos los experimentos descritos en relación a las respuestas de los componentes del eje 

tiroideo al ayuno, han sido practicados principalmente en modelos experimentales (por 

ejemplo, rata, ratón y  humano) del genero macho. No obstante hay algunos estudios 

puntuales que han estudiado el impacto del ayuno sobre la actividad del eje tiroideo  en 

machos y en hembras, utilizando como modelo la completa deprivación  de alimento 

(ayuno) y la restricción alimentaria. En un experimento realizado en ratas hembra de dos 

meses de edad de la cepa Wistar substrain (R-Amsterdam), se mostró que, el efecto del 

ayuno, al igual que en los machos, disminuye la expresión del mRNA de la TRH, la bajada 

en la expresión de la subunidad β-TSH, así como de T4 y T3 libre y total, así como un 

aumento en la concentración sérica de corticosterona, pero la TSH sérica no cambió 

(Haasteren et al., 1996). En otro experimento, realizado con ratas hembra adultas de la cepa 

Sprague-Dawley, fueron sometidas a 2 y 6 días de ayuno y se compararon respecto a un 

control que recibió agua y alimento ad libitum. No se observaron cambios en la TSH 

circulante y aunque se observa una disminución en el contenido de TSH por pituitaria, esto 

se atribuye a una pérdida de peso de esta glándula que va de 10.8 ± 0.5 a 8.3 ± 0.3 mg por 

pituitaria (Connors et al., 1985). En cuanto a la respuesta de T3 y T4, no se observan 

cambios en el plasma a las 48 horas, solo se encuentran efectos si se someten a 166 horas 

de ayuno, sugiriendo que la respuesta del eje tiroideo al ayuno es más tardía en hembras 

que en machos. En otra investigación independiente, 5 días de ayuno resultó en una 

disminución de TSH y T4 en machos, pero las hembras no mostraron cambios importantes  
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en estos parámetros (Cohen et al., 1989). Por otro lado, van Hassteren y colaboradores 

compararon el efecto de la restricción de alimento por 21 días (dando a los animales solo un 

tercio de alimento de lo que consumen habitualmente) entre machos y hembras. 

Encontraron que en ambos géneros, hay un incremento de corticosterona, decremento de la 

TSH circulante, de T4 y T3 libre,  sin embargo el RNAm de la TRH del hipotálamo no 

cambia (van Hassteren et al., 1996). En conclusión, el ayuno parece impactar en menor 

medida el eje tiroideo en las hembras, mientras que la restricción alimentaria, afecta al eje 

tiroideo en ambos géneros.  

 

3.4.- Degradación de la TRH  

3.4.1.-  Degradación de la TRH por enzimas citosólicas 

La inactivación de neuropéptidos se lleva a cabo principalmente por ectopeptidasas 

(enzimas con su sitio catalítico dirigido hacia el espacio extracelular). Varias evidencias 

sugieren que la degradación enzimática es uno de los mecanismo responsable de regular la 

señal del TRH. Estudios iniciales mostraron que dos enzimas citosólicas pueden degradar al 

TRH in vitro: la prolil endopeptidasa (PE; EC 3.4.21.26) y la piroglutamil aminopeptidasa I 

(PPI; EC3.4.11.8) (O'Leary y O'Connor, 1995). La PE es una enzima de tipo serin proteasa 

que tiene un peso molecular de 70 kDa. Esta enzima hidroliza un amplio espectro de 

sustratos por el carboxilo terminal de la prolina (a excepción del enlace Pro-Pro). Sus 

sustratos incluyen un gran número de neuropéptidos tales como: la angiotensina I y II, la 

sustancia P, la neurotensina, a la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) y el TRH 

(Walter, 1976). Por su parte, la PPI es una enzima monomérica de peso molecular variable 

(de 22 a 60 kilodaltones, dependiendo de la fuente) y un pH optimo entre 6.5 y 8.5 

(Cummins y O´Connor, 1998). La PPI ha sido purificada a partir de la fracción soluble de 

distintos tejidos de mamífero, incluyendo el cerebro de bovino, de rata, de ratón y de cuyo, 

la adenohipófisis de bovino y de rata, el hígado de rata, la corteza cerebral humana y el 

riñón humano (Cummins y O´Connor, 1998). Ya que la PPI es una thiol proteasa, su 

actividad puede ser inhibida por agentes bloqueantes de grupos sulfidrilo, tales como N-

etilmaleimida, PBC y 2-iodoacetamida (Cummins y O´Connor, 1998). La PPI hidroliza un 

amplio espectro de sustratos con residuo pGlu en el extremo amino terminal de los 
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péptidos. Estos sustratos incluyen al TRH, GnRH, a la neurotensina y otros sustratos 

sintéticos (Cummins y O´Connor, 1998). La inhibición selectiva con inhibidores 

específicos, tanto de la PE como de la PPI, no cambia el contenido ni la liberación de TRH 

in vitro e in vivo en cerebros de roedores (Charli et al., 1987; Mendez et al., 1990). La 

localización citosólica de estas enzimas, su amplio espectro de sustratos, su distribución y 

el hecho de que ambas enzimas no actúan en el espacio extracelular, sugieren que estas 

enzimas (PE y PPI) juegan un papel en el catabolismo de péptidos intracelulares, más que 

funcionar como enzimas reguladoras de la actividad del TRH u otros neuropéptidos. 

 

3.4.2.- Degradación de la TRH por la piroglutamil peptidasa II 

Desde hace tiempo se ha reconocido a la enzima piroglutamil peptidasa II (PPII) como una 

enzima capaz de hidrolizar el enlace pGlu-His de la molécula de TRH en el espacio 

extracelular. Previo a la obtención de la secuencia primaria de la PPII, ya se suponía que la 

actividad de PPII dependía de algún metal, ya que la actividad se inhibe cuando se agregan 

quelantes de metal (Bauer et al., 1981). La secuencia proteica de esta enzima solo ha 

podido ser deducida a partir de la secuencia de fragmentos de la proteína y su posterior 

clonación a DNAc, pero concuerda con el supuesto de que es una ectopeptidasa 

dependiente de zinc. La PPII muestra además una topología que la sitúa estratégicamente 

para reconocer al TRH e hidrolizarlo en el espacio extracelular, por ejemplo, en las sinapsis 

del cerebro donde el TRH ha mostrado múltiples efectos farmacológicos (Gary et al., 

2003). La PPII corresponde a una proteína integral de membrana tipo II de 1025 

aminoácidos en la rata. Así mismo, se ha propuesto la siguiente topografía: una región N-

terminal intracelular; una región transmembranal; y una gran región extracelular con la 

secuencia consenso His-Glu-X-X-His y un segundo Glu separado por 18 aminoácidos 

característicos de las zinc metalopeptidasas. El dominio extracelular incluye, además del 

dominio catalítico, un dominio C terminal, y 12 sitios posibles de N-glicosilación 

(Schauder et al., 1994) (figura 3). Cabe mencionar que además del cerebro, la PPII se 

encuentra expresada en mucha menor concentración en regiones como la adenohipófisis y 

el hígado (Vargas et al. 1987).  
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Figura 4.- Topografía de la PPII deducida a partir del DNAc del gen de la PPII. S: Sitio posible de 
sulfatación. Tomado y modificado de Schauder et al., 1994. 

 

3.4.3.- Degradación de la TRH por una enzima presente en suero 

El hígado genera una isoforma soluble de la PPII llamada tiroliberinasa que es secretada a 

la circulación general (Schmitmeier et al., 2002). Previo a este conocimiento, Bauer y 

Nowak identificaron y purificaron a partir de suero de rata, una enzima que hidroliza la 

unión peptídica entre el pGlu-His del TRH (Bauer y Nowak, 1979). Se encontró que la 

enzima es diferente de la enzima citosólica PPI pues las características bioquímicas son 

muy distintas. La enzima de suero no es inhibida por agentes bloqueantes de grupos 

sulfidrilo, pero es inhibida por quelantes de metal (lo que sugiere que es una 

metaloproteasa), su actividad es óptima a pH neutro y además tiene un peso molecular de 

260 kDa, un peso mucho mayor que el de la PPI. Estudios llevados a cabo para determinar 

su especificidad mostraron que esta enzima era altamente específica para el TRH y péptidos 

sintéticos semejantes al TRH (Bauer y Nowak, 1979), ya que otros péptidos que contienen  

el pGlu en el extremo amino terminal tales como la neurotensina o el LHRH no son sustrato 

de esta enzima. A consecuencia de tal selectividad, esta enzima fue llamada 

“Tiroliberinasa” (el TRH también era conocido como tiroliberina). Se ha comprobado que 

en el suero, el TRH es degradado principalmente por la tiroliberinasa (Frideman y Wilk, 

1985), por lo que se ha sugerido que in vivo, la tiroliberinasa inactiva al TRH en el sistema 

portal, en donde el TRH entra en contacto con la sangre (Charli et al., 2006). 
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2.4.4.- Degradación de la TRH por la PPII de adenohipófisis 

Aunque se puede encontrar actividad  de PPII en la pituitaria anterior (Vargas et al., 1987), 

existen evidencias de que esta enzima se expresa en subpoblaciones celulares no 

relacionadas con la secreción de TSH. Mediante el enriquecimiento de las subpoblaciones 

celulares de esta región, se encontraron evidencias de que esta enzima está presente solo en 

lactótropos (células de la pituitaria anterior que sintetizan y liberan prolactina) pero no en 

tirótropos (células de la pituitaria anterior que sintetizan y liberan TSH)   (Bauer et al., 

1990). Aunado a esto, mediante el uso de hibridación in situ (ISH) para el RNAm de la 

PPII y el empleo de inmunohistoquímica para las hormonas prolactina y tirotropina, se 

encontró que ningún tirótropo expresa el ARNm de la PPII y que únicamente el 10 % de los 

lactótropos expresa el ARNm de la enzima (Cruz et al., 2009). Además, la inhibición de la 

PPII en cultivos primarios de adenohipófisis potencia el efecto de TRH sobre la liberación 

de prolactina, pero la inhibición no afecta la liberación de TSH. Esto sugiere que la enzima 

PPII de esta región no participa en el control de la acción de TRH sobre la secreción de 

TSH (Cruz et al., 2009). No obstante, esta región es la más estudiada en cuanto a los 

mecanismos que regulas su expresión y actividad. En la ontogenia de la rata, la expresión 

de la PPII de adenohipófisis coincide con la maduración de la eminencia media, la 

aparición de los lactótropos así como la detección de hormonas tiroideas y la prolactina en 

suero (Vargas et al., 1992). En el ciclo circadiano de las ratas, se demostró que la actividad 

y el ARNm de la PPII fluctúan durante el día, y que algunas de estas fluctuaciones se deben 

a las variaciones en la actividad secretoria de las neuronas TRHérgicas (Vargas et al., 

1994). Durante el ciclo estral, la actividad de esta enzima es variable, posiblemente por las 

fluctuaciones en los niveles de estrógenos durante este ciclo (Uribe et al., 1991). 

Consistente con este hecho, la administración exógena de 17β-estradiol disminuye la 

actividad específica y el ARNm de la PPII de adenohipófisis in vitro e in vivo (Bauer, 

1988). De manera opuesta, las hormonas tiroideas aumentan la actividad específica y el 

ARNm de la PPII de adenohipófisis in vivo (Bauer., 1987., Bauer, 1988). Mediante el 

empleo de cultivos primarios de adenohipófisis se demostró que los efectos de las 

hormonas tiroideas ocurren directamente sobre la enzima PPII ubicada en esta glándula 

(Bauer et al., 1990). Algunos factores hipotalámicos que controlan la secreción de 

prolactina como la somatostatina, la dopamina y el TRH regulan la actividad de la PPII in 
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vitro. Por ejemplo, la dopamina (que inhibe la síntesis y liberación de prolactina) aumenta 

la actividad de la PPII (Vargas et al., 1998). El TRH por sí mismo, así como el [3-Me-

His(2)]-TRH (un potente agonista del receptor del TRH), disminuyen la actividad de la 

PPII de adenohipófisis y los niveles del ARNm de la enzima tanto in vitro como in vivo 

(Vargas et al., 1994; Vargas et al., 2002). Estos datos sugieren que múltiples factores 

hipotalámicos que regulan la secreción de prolactina también ejercen efectos regulatorios 

sobre la actividad de la PPII. 

 

3.5.- Papel de la PPII de  los tanicitos en el control del eje tiroideo 

Los tanicitos de la eminencia media estas están enriquecidas con elementos regulatorios del 

eje tiroideo, como transportadores de hormonas tiroideas, receptores de hormonas tiroideas, 

y la desiodasa tipo D2 (Rodriguez et al., 2005, Tu et al., 1995). En particular, los somas de 

los tanicitos β2 se encuentran en la base del tercer ventrículo y tienen extensiones 

citoplasmáticas que cruzan la eminencia media y tienen íntimo contacto con las 

terminaciones nerviosas que liberan algunas neurohormonas cuyo blanco es la 

adenohipófisis. En cuanto a la expresión de la PPII en la eminencia media, estudios de 

hibridación in situ mostraron la presencia del RNAm de la PPII sobre la pared del tercer 

ventrículo, en la región del hipotálamo mediobasal (Heuer et al., 1998). Mediante doble 

marcaje, utilizando hibridación in situ contra el RNAm de la PPII e inmunocitoquímica 

contra la proteína vimentina, se demostró que la PPII se expresa en los tanicitos, hallazgo 

novedoso ya que hasta entonces se pensaba que en el cerebro, la PPII se expresaba 

solamente en neuronas (Sánchez et al., 2009). Datos no publicados indican que este RNA 

se traduce a una proteína detectable en las paredes inferiores del tercer ventrículo (Figura 

5). Además, la proteína genera una actividad enzimática significativa en la eminencia 

media, donde la actividad específica es mucho mayor que en los núcleos cercanos y la 

incubación de rebanadas hipotalámicas en presencia de un inhibidor contra la PPII permite 

una mayor recuperación de TRH en el medio (Sánchez et al., 2009). 
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un estrés por frio. Se sabe que el frio activa las neuronas del núcleo paraventricular que 

expresan TRH activando el eje tiroideo (Uribe et al., 1993). Este hallazgo

puede controlar la cantidad de TRH que llega a la adenohipófisis
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Figura 6.- Mecanismo propuesto para el papel de la PPII que se expresa en los tanicitos β2 de la 

eminencia media. Una vez liberada de sus terminales axónicas, la TRH es degradada (generando 

pGlu+His-ProNH2) por la PPII de los tanicitos en espacio periportal en respuesta a altos niveles de 

hormonas tiroideas, reduciendo la cantidad de TRH que es transportada en el sistema portal y 

consecuentemente, la liberación de TSH. Tomado y modificado de Sánchez et al., 2009) 

 

 

El hipertiroidismo induce una rápida bajada de TSH en la circulación, bajo este paradigma, 

Marsily y colaboradores reportaron en el ratón que la administración de T4 y T3 inducen un 

aumento en la expresión del RNAm de PPII en los tanicitos, y que este aumento es previo a 

la caída del RNAm de TRH inducido por la administración de hormonas tiroideas. Por lo 

tanto, el aumento de la expresión de PPII en los tanicitos es un evento que ocurre previo a 

la caída del RNAm de la TRH, contribuyendo a la degradación de TRH y promoviendo la 

rápida disminución de TSH que se observa en el hipertiroidismo (Marsily et al., 2011). Este 
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aumento de la expresión de PPII en tanicitos por T4 no ocurre en el ratón al que 

genéticamente se le ha abatido a la D2, pero si cuando se le administra T3, sugiriendo que 

la conversión de T4 a T3 por la D2 es necesaria para la regulación de esta enzima (Marsily 

et al., 2011). Estos datos sugieren que el control de la actividad de la PPII en la eminencia 

media es uno de los blancos de la retroalimentación negativa por hormonas tiroideas. El 

ejercicio como modelo experimental en roedores, ha mostrado modificar varios elementos 

del eje tiroideo (Fortunato et al., 2008., Uribe et al., 2014). En particular, en el ejercicio 

voluntario (donde se deja a los roedores con una rueda para correr y ellos suben 

voluntariamente) se ha encontrado que el RNAm de la PPII no cambian, a pesar de los 

aumentos del RNAm y de la actividad de  D2 (y probablemente de T3 local) en la 

eminencia media, sugiriendo que, en esta condición, el  aumento de T3 local no es 

suficiente para inducir el aumento de la expresión del RNAm de PPII dependiente de 

hormonas tiroideas.  

4.- Planteamiento del problema 

Varios de los elementos del eje tiroideo han sido analizados durante el ayuno, pero hasta 

ahora no se ha estudiado cual es el efecto de esta condición sobre la PPII de la eminencia 

media. Este trabajo se enfoca en el análisis de la expresión y actividad de una enzima 

llamada piroglutamil peptidasa II (PPII), la ecto-enzima que inactiva a la hormona 

liberadora de tirotropina, cuya síntesis y liberación por parte de neuronas del hipotálamo 

permiten la activación del eje tiroideo. Se ha propuesto que la actividad de la PPII en la 

eminencia media, el sitio donde se liberan las neurohormonas hipotalámicas, controla la 

cantidad de TRH que puede llegar a la pituitaria anterior ó adenohipófisis (Sánchez et al., 

2009) (figura 6). Proponemos que, en conjunto con otros mecanismos que afectan las 

neuronas TRHérgicas del NPV del hipotálamo (Fekete y Lechan 2007), la expresión y 

actividad de esta enzima aumenta en el ayuno disminuyendo así la cantidad de TRH que 

puede alcanzar la adenohipófisis. El objetivo de este trabajo es analizar el efecto del ayuno 

sobre la expresión y actividad de la PPII tres diferentes compartimientos relacionados con 

el eje tiroideo, dilucidar las moléculas extracelulares responsables y analizar si la actividad 

de la enzima repercute en el estatus del eje tiroideo en el ayuno.  
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5.- Hipótesis  

Varios mecanismos aseguran que la inactivación del eje tiroideo se lleve a cabo durante un 

déficit energético. De acuerdo a los resultados preliminares, proponemos que podría existir 

adicionalmente a los cambios conocidos, un ajuste en la concentración de la actividad de 

PPII en la eminencia media que contribuye a la regulación central del eje tiroideo durante el 

ayuno. Este ajuste pudiera deberse a un incremento en la concentración local de T3, y/o a la 

caída de la leptina circulante y/o al aumento de corticosterona en el suero. Postulamos que 

la inhibición de la expresión de la PPII de los tanicitos durante el ayuno debería atenuar la 

caída de la actividad del eje tiroideo. 

 

6.- Objetivos 

Objetivo principal 

Definir el papel que desempeña la PPII de tanicitos en el estatus del eje tiroideo durante un 

ayuno. 

Particulares 

1) Estudiar el efecto del ayuno sobre la expresión y actividad de la PPII en los tanicitos. 

2) Determinar si alguno de los reguladores extracelulares conocidos del eje está 

involucrado en la regulación de la expresión y actividad de PPII de tanicitos en el ayuno.  

3) Determinar si durante el ayuno, la inhibición de la expresión y/o actividad de la PPII, 

reduce la inhibición del eje tiroideo a nivel periférico. 

4) Determinar el efecto del ayuno sobre la actividad de PPII en ratas adultas hembra 
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7.- Manuscrito requisito 
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<itMr J~. 48. 6( •• or -1 heu ...... it.' watera¿ libitulII. Fir.ally. 
~n im"l< WHe r",h.,ni",l hy ,l ... ·,pi'~' i on lot-'wI"f"n 9"M 1} 
AM , brah, a",,,ior ri •• iu.y ~nd li_e. r<mowd. and 'ÍI""" 
frol er.on d,y k<; tru,k bl()()J .... a l <"Ih·"d '01" hormon< aod 
1I,~ •• bulii< ..!u,~~, AL,.", ""u •• 1 ,Iie< (b"I9". -!.Il tu 
- J,¡:; mm ) 1!t ) .... a' u .... d tu dl",c¡ rhe M E ... 1,h a '-1opl< (ore • 
(\U ' lIIm ,"tem,] dl:llI1tt"; I- ,r.' :.c",n,. 1001,) ,eat ... ed t,, · 
,wcen tn. ha .. 01 lh. brain .. me v'"lra! limit and ,h. íloo. 
oi mild .. nnielo as a do",,!lilllit, lbesame s~ce aadsamrle 
amr ... e:e u .. d to obtah ",,,tu! COnfl (JrN I! sarrpl .. (rcm 
, hr righ, ,.rll.1t hmi'P .... rt<. 

In . xperi"",n' 5, be",'''''' ~ and 1': MI ,"ro Ino jJ<)~, age 
70 J. ~ - ¡; in .ha ... nJ -40% <onio:»lCron<lW% <hol«tcrol 
grUJI' .• u"! " = j í~, ure~'" rub.lUlUi/!"l.! ",rJ :j">;' wtlÍW!otr· 
ronen 5');, , hebrerol gr.>u;><1 wcre .~h" slum orema! 01" bi ­
In ... aly ad.fIla ...... tom'U<! II1der htam rte 100 mglkg •• d 
xyla,ú" [{l rngItg .n...m",i. ar.d llI1p1ont,d with a se coniro­
",croo<" pellel {r. 18,. Th. p,lItUi "'"e mad, oí .ir~er cbol .. · 
tt",l. nr Ho/. eoni<",tero..eJ7 5 % "holcs{lTo!. <'1" .¡(Jo/" coniro­
nmnt"I~O'!:. ,hol,,'e·,,1 h· ... .,ff'.'V""' n' ""1 .... ' ). Ani .... ,I, "·ff. 
mainuinod 1 pe' ""se w .1. fr.., OC""" to fc<><i, ""J 0"1." wat<, 
(,1., mi 01" 0.5 'r. ,.,Ii ne 001 U<:OI". (aclr<n. k<'ln\iz~J ""'l. Animo l. 
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wer< killed 3 da)'s later. and ris,ue . nd blood wrre rollected as 
<kscribed for rxperimems 3 and 4. 

[n experimem 6, ral!; 1100- 300 g, age 60- 75 d) were "'pa· 
flmd in 5 grOlJp': ronrroll intact, n - 3), vellide (1()().." L st",ile 
",line/O.OIN NaOH per 3 d beginningon d 19; n - 1), lIypo­
myroid 10.1 'Y. mcrhimamle -+- 1% sodium perrhlorar. in th.ir 
drinl.:ing water per 11 d, n - 1), hypothyroid + "ehid~(l00 ,,1. 
per 3 d l>oginningon d 19: n - 3), and hypothyroid + T. (lOl'g 
in l()(l.."L v.hid. per 3 d l>oginning OJI d 19: n - 3). Ra .. w.re 
perfused tr.nscardially 6 oours a!l.r th.last injection and brnin 
risrue preparOO as <kscribed for experirnent l. Blood was rol· 
Ioctru from th.aorIJ befar< ¡nfu.ion. &ruuseofthe omall numo 
ber of animal., data from control and "ehide group' were 
p<><>kd, the .:1In. appliOO for hrpothyroid .nd hypothrroid plus 
nhid. gtOllp". 

In rxperim<'llr 7, r.t. (250- 300 g,age 60 - 80d, n - 3 ineaeh 
group) ",ere isolaled and separated in 3 experimental grOllp". 
Rat. ",ere . ilher maintainrd wim Ir.,., acc"" ro lood .nd water 
or deprh'ed of food for eirhe< 48 or ,1 hOllrs wim water ad 
libirum. On the morning of me rxperimental day, animal. w.re 
perf......-d with formalin "' previOlJsly described (19). Brai", w ... 
remo,'OO , postfixrd. immer"'" in 10% .uerOS<". 

In situ hyb ridization (lSH) and ima ge analysis 

St-rial 18·"m coronal se<:rion. through the ro:mocaudalrx· 
tent of thc ME ",ere cut on a cryoslar (01'1' m<><lel: BR[GHT 
Insttumen .. Ca LId), adhered to SuperfrostIPlu. slid"" ( ~l.hcr 
Seicntif,c), d ... iccared o, ... night at 42"C. and .t<>red at -80"C 
until pr.pared lor ISH. Every loonh secrion of lhe ME (bregma 
-1.5 6 to - 3. 14 mm ) was hybridiled wirh eithe .. 644-bp single 
strandOO I"SI-uridine-5· ·triphosphate (Ufp)·labeled RNA 
probe complemenlary to me roding region of Ih. rat pPIl gent 
Inuelrolioc. 119- n31117), or a 800· bp . ingle manded ¡"SI· 
urP· labeled ,RNA probe complem<'lltary lo the enti .. ""ding 
region of tht rat deiodina.., l lDl) gene (30). Section. at PVN 
1e"eI (mid and ('"audal, bregma -1.5610 -1.04 mm) ... ere hy· 
bridil'.ed wirh a 1141 · bp single stmnded ¡"S¡·lITP· laboclcd 
,RNA probe romplem<'llrary 10 th. rat pro-TRH IJ I ). Hybrid· 
i",rion was perfonned as previOlJsly dr-scribed (17). Slid"" w ... 
dipped into emul,ion, .nd Ihe autoradiograrn< devrloped .fter 4 
day. (pro-TRH I. 11 day. ( [)1), and 33 or 3S da)'. (PPII) of n · 
posure at 4"C. 

Si !>'" grain. were ,'isualil.ed under dark f",ld illumination 
with a x5 objecrive IZei" Axioscop microscorc ) and 3 chargr 
coup led devk. Sany video ,.mera. Positi,·~ areas " 'ere delin· 
.. red, and imrgralrd demiry '·Jlu". Idemity x area) were mea· 
surro in each se<:tion u,ing Mercaror Explora Nm'a imagins 
software. For raeh ISH trial, Ih. IIIlm of the imegratOO d<n.iry 
"alues of up lo ~ slices/animal w"' <:akulatrd and !ahn a> I 
deternúnalion . 

Th. anatomical dimibution oi hybridit.arion data indica¡cd 
mat r~ulti wer. speóflC far th. targN mRNA. lF"'gure 1: "" also 
figure 4 boclow). Pro-TRH mRNA signal w .. high in the PVN, in 
a distribution panem consi.'t<'llr with published 'lUdi .. (31). In 
me M BH PPIl rnRNA ... as dNect.d along tht medial and •• mml 
pan. oí the bordcroí the third ventrid .... all, wirhin the MEand, 
... itb mueh Iower ronc<'Iltration in m. surrounding tis.ue, ron· 
sisten! with previou. result, (16, 17). Dl mRNA coindd.d with 
me dislribulion oí tan)"CfI"" and ..... al", dr!ec!~d in the sub­
slJnor and ,xI.malla)"er 01 me ME (33). 

Immunocytochemistry and image analysis 
Twem)"· r..-.·micrO/TlCtcr coronal se<:tion, wer. u..,d ro per­

fono pro-TRH slaining (19). 1\ricAy. bra;n secrion . ..... e inru· 
bated ovemight wim all ami · pro-TRH antibady 11:3(00). Rab­
bit ami -pro-TRH anribad)' was gencralrd against Cterminal 
prepro-TRH m _m "'qu"",,~ (KQSPQVEPWDK EpLEE) plu. a 
t)'rmine added al me N-tenoinal end 134 ). Srclion, were trralrd 
"'ith a biorinylated donhy amimbbit anribody and "'ilh Vec­
lanain ~:Iile AIIC kil (Vrcro< Laborato";'.). Visible signa) ... as 
d.veloprd ... ith a 3· J' ·diaminobcruidi""lnickel soIurion. Immu­
!IO<tai~ ing oi negative control, ... nkn did not show .ny anli..,­
rum immunolabeling, indudOO "'-'<juential eliminalÍ<l<l of .ithe< 
rhe primary O< se<:ondary antibad)" from the Slaining procedure. 
Brighl· f ",Id imag .. were ""quirOO wilh an Edi"", 50i mkroscope 
anda DS-Ril digilal"mera. The ",hware program Adobe!'ho-
10Shop T.O w"' use<! 10 combine the phoromicrograpll, imo 
plat.,; and adjust level .. contra.t and brighme" in tht imag ... 1'0 
dNenoine the totJl numbocr 01 pro-TRH-immuno<ea<:ti ... (IR) 
cel1. in the medial PVN, ",110 containing distina bladdpurple 
precipitare ... er. quantificd in 1 OIJt oi 3 complete ",rics oi ""r· 
onal brain secrion'. For .nal)'Si., ¡h. pro-TRH-I R cell. of rh. 
PVN were ,ubdivided imo parvo- and magnocellular subregions 
(35)and .. timarOO i~ lhe parvocellular .ubregion of rhe mid-I.vel 
of the PVN mnging berw ..... bregma - I.~O and - 1.88 mm. Dala 
wer. corre-clcd íor double counting, according to the metnoo of 
Abocrrrombic(36), .nd expr""scd as th. number of pro-TRH· IR 
cel1. per ,o<onal secrion. Blind quamilJlive analy.i. was pero 
fomltd indepcndcmly b)' 1 owrv .... 

Meils u rement of PPlI , and thyroliberinase activlties 
PPII artiviry was de .. mllned as describocd 117) . M.mbran.,; 

were collecrrd by cemrifugation. Pr<Mein con{"fntr.rion was de­
tcrmin«l by the Bradíord assay . PPH and thyrolibocrina .. aetiv· 
iti .. were det<noi""d u,ing TRH·~NA as .ubstrate in a ,oopled 
as",y " 'ith excess dipeplidyl aminopeptidao< IV lEC 3.4.14.5) 
.nd inh ibito ... ol p)'roglutamyl peprid,,>c II EC J .4.19.3),and al 
prolylmoopepridJ'" (EC 3.4 .11.16). Enzyrnatk assa)'S ... ere per­
formed at 37"C under initial "rlociry condilion •. [n agt"-"""nl 
with previou. data 117). in control animals pPlI 'peciflC activily 
was higher in the ME than in the amerior pituilary lexpcrimem 
3: control ME - 48.8 :! 1 pmol ~NAlmi~'mg prorein, ""ntrol 
ameriorpiruirary - 10.9 :! 0.5:control parietalmnex - 80.4 :! 
5.8. Differences OO ... ""n grOlJp> wer •• ignificant (n - 19, r < 
.()()()I, ANOVA. lollo",cd by Student-N .... man-K.uls muhiple 
compariso", test). lk;.1IU>C .xpr .... ion and aeti"iry dm.tically 
dimini.h from the rhird vemride waJl to the brain pareoch)ma 
( 17), Ih" activily of ME PPlI was nor standardiled per mg pro­
tein, bur reponed by .tructure. 10 minimize variatiOJl due lo 
di.secrion. 

Liver D1 actillity 
1)1 activi!J' was detrnninOO in ¡¡.. .. microsom<'> (lO "g 01 

proreinJ wilh u'!l ·rTJ IPrrkinElmer, NF.X109) as a su"'rrare 
(38): the laboclcd hormone was purifiOO befo .. use by,hroma· 
togtapb)" on Sephadex LH lO. Released '''''I ... as separaled b~ 
chromatographyon Do"u50WXl. lOO - lOO mesh,andquall' 
liliM ... ith a '1 coontcr. Bbnk val"... I.,.-ithoot homogenat~) "' .... 
subltanOO; proreim ..... e dNenninM with rhe Bradfo<d assay. 
Valu .. w ... linear ",ith lime (bttw..,n 5 and 15 minut"") .nd 
protcin ameentration (belWeen 5 and 10 "g of prolein). Sp""ifi, 
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4 Lazcano et al Tany<yte PPII Activity and Fasting Endocrinology 

Fed 48h [asted 72h fasted 

J _ K ~ ['PI! L _ ~ 

f­, -
J­
¡-r 1_ 

fr4 *~ fWfII 1U f.;!nI t'el! iIb llUU d n~ fllll.l1I red ~II 'uct!! 71} fdcll 

Figure 1. Effea of fastmg on pro-TRH. 02, and PP¡I mRNA expressJon m MBH; e¡q>enmem 1. mRNAs were detected by ISH W1th l~sS}-labeled 
cRNA plobes; sections vie\.ved at x5 under danc.-field mumlnallon. A-f.. . Photomlcrographs of coronal slkes through the medial PVN hybndized 
with a pro-TRH mRNA probe. D-f. Photomicrographs of cOfooal slices through. the MBH hybridized with a PPlI mRNA probe. G-I. 
Photomicrographs of corOfla l slices through the MBH hybridized witn el 02 mRNA probe. A, D, G: control rat5, fOO ad libitum; S, E, H: ra15 
submitted lo 48 hours of fasting; C. F, 1: ra15 submitted lo 72 hours of fasting. J-l, The graphs snow the densitomettic analy$es of the IS H 
autoradtograms. Data were analyzed by one-way ANOVA and post hoc Student-Newman-Keuls multlple comparisons test. Data are mean:!: SEM. 
Pro-TRH, n - 1-5; 02, n - 3- 5; PIlII, n - 4 -5. " P < .05 comp.ared lo 4B hour fasted.lIl, Ihird ventricle. Scale bar, 100 j.Lm. 

aCrlvity valu~, ami rhe effccr of fasring 00 acrí,·ir}', were coosis­
tent with pre vious srudie..~ ( II-I 3), sllggcstiog thar rhe assay pri­
m3 ril~' d('t('ctcd DI . 

Measurements of hormone concentrations in 
serum 

Scrum TSH levels wete anal)'"led by IHA using National ln­
stirure of Diabetes and Digcsrive and Kidne)' Di seases rcagcnts. 
Scrum corticosrcr()nc Irvels wcrc analyzcd by RIA with rc.agcnrs 
from Merck-M illiporc, Perkin El mcr, and Sigma. In cxpcrimcnts 
2,3, and 5, rotal se rllm T 3 and T -4 conccntrarions \\'ere anal)'zoo 
by EUSA (Diagnóstica Inte rnac ional). In cxperi menr 4, toral T.l 
and T 4 concentrationswerc analyzcd by RIA wirh RK-6Cfl and 

RK-IICTI kits (SiemeflS D íagnostic Products Cor?), r~pcc­
tivdy. Serum leprin conceDlrarions \\'eIe measured wirh an 
EUSA kir (Crystal Chem, Ine) . 

Detection limits were: TS H, 25 ng/m L; T.4 -RIA, 30 nmoVl ; 
T-4-ELlSA, 16 nmoVl j Tr RIA o r -ELISA, 0.3 nmol/Lj con ico­
steronc, 25 ng/m l ; and k'pon, 0.2 ng/m L. Thc intra-assa)' pre­
cision was :55%, :510%, and :54. 3%, and the inrer-asS3Y prc­
cision was ::59%, ::5 10%, and ::54.5% fo(" TSH, conicoS(erone, 
and !eprin. respa;ri\·cly. Thc intra-assay precision was < 6.8% 
for T. -RIA and <4.3% for T~-EUSA, <6.0% for T.l.-RIA and 
<9.6% for TrELISA_ Thc inter-assay precision was < 6.0% for 
T.1 -RIA and < 4.5% for T .. -ELlSA, < 10.6% for Tr RIA and 
< I 0.3 % for T )-EUSA. Protei ns were dctermined with the Ilrad­
ford assay. 
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Table 1. Body Weight Gain and Serum Hormone Concentrations in Normally Fed Male Animals and 36 - 72 Hours 
01 Fast ing; Experiment 3 

Control 36 ti F~I09 36 ti Ccntrol48 ti F~tlng 48 ti Control 60 ti F~tlrlg60h Control 12 ti F~lng 12 h 

1k:I!tj \lo~ight~ 13.2!: 03(5) -16.4:0.\1(5) '" 6.6: 2.1 5) -32.2: 1.5(5» " 1!: 0 5ISJ 25.2!: U 5)'" 8.8: !.ll 5) 20.6!: 1 (5)'" 

ISI" 1 60: 0.1 (5) 116:0.1(4) 215:0.215} U\I:O. l (5) LB1.:: 0.5(5) 1.31: 0.1 (S}' ]31 :Q.\I(5) 1.07 : 0.1 (5}'" 

T¡(toUO' 139.:0.165) 0 00 : 0.05(4)' 1.<15:0.13(5) 1 25:0.1 1(5) 1.40.::0.10(S} l 1A : 0.151Sl l]A :0.11 (5) 0 79:0.O!lOJ' 
r. ttot¡!f 108 :9(5) 62.6: 4.5 (5)'" 106 !: 7.1 (5) 31: 11 1(5)'" 89.2.:: 11.5(5) 4d.4 -= 2_5(S¡'" 17.9 = S.I (5) 40.1 =1 1.6(5) ,""""""'" 10 1 !: 14.d (5) 570: 12d (.4)' 121 !: 209(5) 25]:.65(5) 26.8.:: d.2 (5) 587: 116 (5'''' 34.2: 12.1 (S) 21 5: 75(5)' 
Sefumproteios" 14.3 = 6.5(5) 68.8 = 5. \ (5) 17.4 = 23(5} 66. \ = JII(5¡ 71 7.::)4(5) 74.4=2_5(5) 12.7 = J .O (5) 69.7 = 8.3 es} 

Post hoc Studeot-Newman-Keuls mulliple comparisons test: ' . P < .05; " ' , P < .005, compared ,,\11th control. Data are mean:!: SEM. 
" Ing. 
b 10 ng/ml. 
"In nmoVL. 
d In JL9I'p. L. 

Statistical analysis 
Rcs ults are p rescnted as mea ns ~ SF...J\<1. Stans tical sigoificancc 

bctwce n cont rol and experimental gro ups was dctermincd by 
unpaircd t rcst (experirnenr 2) or onc· or rwo--way ANOVA , 
fo llowed by Student-Noewrnan-Keuls muh iple compa.risons test. 
whcn data did not pass the norma lit y test , thcy wcrc rcanalp.ed 
afte r transformation to root sq uarc or logarithm base 10. Dif­
fc rcnccs wcrcconsidered signi fi cant at P < .05 . A O VA data are 
shown in Supplcmenta l Table 1. Resu lts of post hoe tesN are 
shown in fi gures, tables, or texto For C"xpcriment 1, linear cor­
rclanon an alyscs werc pcrfomled wirh Sigma Plot software and 
consídered significa nt w hen P ::s: .05. 

Results 

Fasting increases PPII mRNA expression in th e 
MBH, PPII activity in the ME, and thyr·oliberinase 
activ ity in serum 

To determine whether PPU expre5sion in tanycytes is 
regulated by fasring, we subjccred male rars ro ei rher 48 or 
72 hours o f fa sring (experimenr 1). Serum TSH levcls 
tended to be lower in fasted rhan in conrro l an imals (con­
rrol: 2.2 ± 0.9, fasting 48 b: 1.24 :::!:: 0."1 4 , fasring 72 h: 
0 .9 ± 0 .2 nglmL; n = 5 ). PPII mR A levcls in the M.E were 
increased 2.S-fold ar48 hOlles of fast ing. Tbis incrcase was 
rransirory becallse PPII mRNA leve ls \Vere similar ro con­
trol va lues at 72 hours of fa sting (Figure l ), The ¡ncrease 
in PPU mRNA levels was even moce inrense, bur equally 
reverscd wirh rime, if PJ>U mRNA expression was quan' 
rified in rhe M E rogerher wirh rhe la reral ventricular walls 

(ie, the region where borh fJ- and (r-[anycytes are found ) 
(dara nor shown). These dara suggcsr rhar PPII exp ressioll 
was rcgularcd by fast ing both in a - and {Ha nycytcs. 

Because animals wc re isolated co ncomita nrl y wirh fasr­
ing initiarion, (he resulrs mal' have been de pendenr o n rhe 
srress produccd by isola rion (39). Thus, ma te mrs accus· 
lomed ro iso larion fo r S da ys \Vere subjected lO 48 hours 
of fast ing in an independent expe riment (experiment 2). 
Body weighr gain dropped in fasred animals, and serum 

TSH , T4 and TJ concenrrarions were lo\Ver in fa sted rhan 

in contro l anima ls (Supplementa t Table 2). PPU mRNA 

¡evels in the ME were increased t A-fa ld by 4 8 hOllrs o f 

fasring (S upplemenral Figure 1); rhis resulr sllggesrs thar 
fasring regulares ME PP[I mRN A Icvels independeml y of 

isolarion. Therefo rc, rhe next experimenrs we.re do ne ac­

eording ro experi menr 1 prorocol. 

Two orher experiments were perfo rmed ro determine 
[he dynamics o f fasring e ffecrs o n ppn acriviry. In exper­

imenr 3, fa sting decreased body weighr ga in as wel l as 

serum TSH, rornlT) and T 4 concenrrarions, and increa sed 
serum eorticosterone levels; rhese effect s were detecred ar 

36 hours andJor ar larer rime points (Table 1). In fed an­

ima ls. the ME PPIl activiry tended ro d ecrease when rh e 

time of iso larion increased. Fasring enhanced ME PPI1 ae­

ri viry, with a sign ificant inerease ar 72 ho urs of fasring 

(Figure l A ). Nombly, pa rieral cortn or anterior piru it ary 
PPII-specific aerjv iries \Vere Ilor affccred by fast ing (Figure 

2, B and D). Finall y, serum rh yrol iberinase activiry in 

fa sted animals was inerea sed aher 48 ho urs o f fasting, and 
ur larer rime points (Figure lC) . 

In experiment 4, fas[ing deeceased body weighr gaio, 
serum concenrrarions o f leprin, T SH, and rotal T 4 , as wdl 

as li ver D1 aeriviry, whereas ir increased serum eortico­
sterone concentrarionj rhese effects \Vere detected ar 36 

houes of fasting aml/or ar larer rime po inrs (Supplememal 

Table 3). In fed animals , rhe ME PPU acriviry rended ro 
dec:rease, whereas {he rime o f ¡solarion increased. Fasring 

inereased 1vLE PPII activit y bcrwcen 48 and 72 hours, with 
significan re ffecrs ar48 and 72 ho urs (S uppleme nml Fig ure 

l A ). Fast ing decreased parieral cortex PPU-spec ific acriv­
iry a fter 72 ho urs offasting (S upplememal Fig ure 2D). In 

[he anterio r pinlirary, PPIl-spe-cific acriviry was nor af­

fected by fasring (Supplemenral Figure 2B). Fina lly, secum 

thyro liberinase-speci fic acriviry was increased ar 36 or 
more houcs of fasring (Su pple memal Figu re 2C). 
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6 Lazc.ano et al l anycyte PPlI Activity and Fasting 
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Figure 2. EHect of fasting on activity af PPllln ME, parietal cartel(, antenor piturtary. and serum; 

expeñment 3. The graphs show activity or specik activity oi PPII in control ilflImals and fasted 
animals between 36 and 72 Oours. Fasting increased PPlI actMty In the ME (AJ. Fastin!} did nOI 
change speciftc activity of antenor pituJtary or parietal cartel( PPll (8 and Dl. Fasting enhanced 
thyrol iberinase activity (C). White bars, control; blaa. bars, fasted. Values are picomole-s product 
per minute per tissue (A). or per milligram of proteio (8 and D), or per microlrter of serum (C). 
Data wefe analyzed by one-way ANOVA and post hoc Student-Newman-Keuls multiple 
compansons test. Data are mean ±: SfM. n - S (A and a), n - 4-5 (C). n - 4-5 (D) . ... , P < .05. 

Endocrinology 

\Vere undcrccrable; implantarlon of 
pellers w ith 25% or 40% cortieoste­

rone led ro serum corticosrerone va]­
ues 3- or 4-fold higher than in sham 
animals (Figure 3A). Adrcnalcctomy 
decreased bodyweigh rgain and serum 
protdn concentration alld failed [O af­

foct the rclative concentrarion of se­
mm TSH (amountlmg protein ). Cor­
ric:osreronc treatmenr did nor revcrse 
(he decrease in body wcighr gajn but 
did reverse the serum protein concen­

tration change, alld tended ro decrease 
the relaríve conccntradon of serum 

TSH (molJmgpro tcin ). The relativese­
mm concentrations of tota l T 1 and T 4 

were llor uffeacd by udrcnaJectomy 
and corticostcronc tre-.atmenrs. Thc 
relarive concentrarion of serum leprin 

tended ro decrcasc wirh adrcnalccto-

Effect of adrenalectomy and corticos1erone 
trea1ment on PPII activity in the ME and 
thy ro liberinase activity in serum 

Based on the rdevanee of adrenal status for HJYT axis 
activiry (40 ) and the díffe.rentía l changes in serum corrí­

¡;osterone ¡;on¡;cntrarion during isolarion and fasting, we 
eva luated rhe effecT of adrenalecrorn y an d corricosterone 
trea t ment on PPU activity in ME and serum (expcriment 

5). In adrenalecrornized animal s, corticosterone levels 

my; this effcct was partially reverted 

with eortieosterone trCatmcnt (T able 2). Adrenalectomy and 
corticostc rone trearmen ts did nor change ME PPU acriv iry. or 
the spccific activity of thyroliberinasc (Figure 3, B and C). 

Thyro id st atus regulates PPII mRNA expression in 
the MBH 

ISH h istochemistry data indicated that ME 02 mRNA 
expression is enhanced arrer 48 hours of fasting; however. it 
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Figure 3. Effect of adnenalectomy tAclxJ and corti<:osterone (Cort) replacement on ME PPlI 
activlty and thyroliberinase activity; expenment 5. The graphs shcJ..o.¡ serum corticosterone 
concentrations and actJvíty or speciflc activity of PPli in mam, adrenalectomized, and 
adrenalectomized animals Implante<:! Wlth 25% or 40% cortlCosterone pel1ets at 72 oours_ 
Adrenalectomy decreased serum corticosterone concentration (A). Adrenalectomy and 
cortlCosterone implants did not change ME Prli-speciflc activity (B) or speClfic activity of 
thyroliberinase (C). Values afe m nglmL (A), pmollmin (B), or pmollmg proteiA (C). Data were 
analy2ed by one-way ANOVA and post hoc Studerlt-Ne\vman-Keuls multiple comparisons test. 
Data are mean ± SEM. n - 6, e)(cept for adrenalectomy and adrenalectomy plus 25% 
corticosterone groups, n-S. " P < ,05; " . P < _01. 

rerurned to fed values at 72 hours of 
la5ting (Figure 1 l. Tbe ME PPll 
mRNA levds correlated posirivel)' 

\Vith ME. 02 mRNA levels (Supple­

mental Figure 3B). ln e.x perimenr 6. we 
cva lua tcd me scnsitivity of PIlU 
mRNA expression in rhe r.lr MEro m)'­
raid status. Mcthimazole-induced h)'­

pothyroidism increased serum TSH 

leve! atday2 '1 aftertrearnlent; treatmenr 
wirh T 4 for 3 consecurivedays bcginning 

ar day 19 after methimazole treatmenr 
revcrted chis scrum TSH mcrease (con­

trol: 2.14 ± 0.5 nglmL [2J, m<truma· 
zole: 18.4 ~ 5.2 [4)'", mcthimazolc + 
T,,: 3.8 ~ 0.3 [3]j .. , P < .05 compared 
with mntrol). ISH data show thar hypo­
rhyroidism produced a drastic decreasc 

in MEPpn rnRNA le\'els; this dropwas 
reversed if metrumazole-rreatcd animals 
were (reatcd wirh T4 tor 3 consccutive 
days and killcd 6 hours after me Las[ in­
joction (Figure 4, A-D). 
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Table 2. Serum Concentrations 01 TSH, Thyroid Hormones, and Leptin in Normally Fed Male Animals 
Adrenalectomized (Adx) and Treated With Cort icosterone; Experiment 5 

Body weight gain" 
5erum proteinb 

T5W 
Leptin< 
T3 {tolal)d 
T4 (tolal)d 

5ham 

4. 33 -+- 3.09 (6) 
47.9 :!: 1.67 (6) 
35.1 :!: 6.9 (6) 
141 ~ 37.9{6) 
¡ 1.3 :!: 1.8 (6) 
1620:!: 400 (6) 

17.8 -+- 4.23 (5)" 
34.0 :!: 3.91 (5)" 
40.4 :!: 9.1 (5) 
62,4 ~ 21,7 (5) 
lS.0:!: 1.46(5) 
2000 :!: 400 (5) 

Adx + 15% Cort 

11.4 -+- 3.85 (5) ' 
44.7:!: 3.3 (5)& 
22.6:!: 1.1 (5) 
119 ~ 14.9 (5) 
11 .8:!: 4. 51 (5) 
1390:!:164{S) 

Adx + 40% Cort 

16.0 -+- 3.52 (6)< 
49.7:!: 1.1 (6)'" 
23.3 :!: 1 .9 (6) 
115 ~ 28.1 (6) 
9.66 :!: 0.95 (6) 
1270:!: 52.1 (6) 

Am. adrenaleaomlZoo: Cmt, corllcosterone. Post no< Studem-Newman-Keuls muft'ple romparisons test'. P < .05: .' . P< .01 comp<lred w,tn 
sham; &. P< .05 compared w lth adr!'nalectomy. Data are mean:!: SEM 
"In g 
b In ¡LgI"l 
< In ncjmg protein. 
d In nmollmg prol!'ln 

Prolonged fasting partially reinitiates pro -TRH 
expression in the PVN 

Data from experiment 1 showed that 48 hours of fast­
ing rcduccd pro-TRH rn RNA leve1s in the medial and cau-

dal parts of the I'VN; noticeably, pro-TRH mRNA lcvcls 
at 72 hours of fasting wcre intermediary bctwcen those in 
fed and 48-hour-fastcd animals (Figure 1). Pro-TRH 
mRNA valucs corre1atrd negat ively with M E D2 mRNA 

PPll rnRNA 

o 
V.hiel. lI.rpolh)'rúd lI)polll)roid 

+n 

Fig ure 4. ElfI'<101 njpOthyroi<hn and T. restrlution 00 ~ of PI'II in MBH; e>:peOment6. !'PI ~NA Wir> detected by 1511 ....;m a Fs]-l¡Deled cRNA 
prOOe.A----C. D,n-fRJ ¡i>otUliÍGcqapl6 01 rorooaI secOOns tIv"""*'the MBH(I'XJlO"fi'Ume, 38 ~ imagesaremadebyacollage 01 16 images tak!'nat x5 
Une d"d'MI"<J' ordicatt' the are.¡ tllat ,,"a< quantriied lo 'l"""'al!' densitometric data. A Rat IJ'f'ClOO wnh vehi::Ie QOO ¡<l Stt'riIe saI'nWO.01N NaOH) pe< 3 da'j'; 
begrringon da)' \9. B. Rat made Mo,pothyrodwithO.l'!'o m>thomazole + 1 '!'o scxium perd¡kxate .. <hlI<n¡w¡¡!t'< treatedwrth T4 (10JL<j" 200-¡<l whde 
per 3d ~ond 19). c. Rat m.De ~wnhO.!'!'o ~ + \ '!'o sOOUm perdtbratein mnKrgwal!'fdJrirg1! days. D. n.. ,,-a¡jlsro....s 
the ~tr<: ~ 01 !SH mi:rU"adcq¡¡mo; (1'XJlO"fi' tIne, 33 dl: data ........ de 9'D.4' iOOtde rnact (n - 3) ard......nide (n - l }-treated iII"IIrI\olb; data in 
~ <pJl4>iOOtdedatafrom ~(n - 1). and ~ +....tw:le (n - 3)rals; ~ + T. (n - 3). Oata'M."rl' ~byone--way 
AN<NA and pos! noc Studem-Nlwman--Keuls mlAtipIe c~ !!'sI. Data are m>an :!: SEM. '. P < .OS ~ lo ~ •• •. P < .OO! . comparoo 
1O....tw:le. l . mm ,..."tnde. 'iGJlebar. 100 ¡om. 
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Figure 5. Effea of fast ing on the number ofTRH immunopositive 
neurons in the medial P\IN in male rats; experiment 7. Coronal slices of 
lhe medial PVN immunolabeled with an antibody against pro-TRH: 
contro l (A), rats submitted to 48noors of f asting (8), rats submltted to 
72 hours of fastmg ((l, and quantification of pro-TRH immuno­
reactivity in the rT1€'dial PVN (D). Data are mean ~ SEM, n - 3 . 
• , P < .05.111, thirdventride. Seale bar, 100 ¡.tm. 

levels (Supplemental Figure 3 A). Te confirm rhar PVN 
pro·TRH expression sponwneous:ly reverrs if fasring oc­
CutS for more (han 2 da ys, \Ve quanrified (he number of 
pro-T RH cells positive in [he parvocellu lar subregion of 
(he med ia llevel of [he PVN in experiment 7. T he number 
ol pro-TRH pos irive ce lls in the medial parvocellu lar re­
gion ol rhe PVN decreased ar 48 hours of fasring and 

increased roward s values found in fed animals ar 72 hours 
of fasring (Figure 5). 

Discussion 

Multip le molecular cha nges in speci fic organs orchestrare 
an inhibirion of HPT axis in response ro fasting (1,8 ). The 
data obrained in this study indicare thar regula rion of HPT 
a..xis activity in response ro fasting ¡neludes an adjusrrncnr 
in M E PPII activiry, rhe ecropepridase rhar hydrolyzes 
TRH , in male rars. This ch.ange in activity is probably 
localized in ranycytes~ including In ranycyres, beca use 
PPU rnRNA express ion increased in cells rhar correspond 
ro ranycyres loca Lization. PPll is Hkely presenr on rhe sur­
face of 132 tanycyres and expected ro affect HPT axis ac­
riviry beca use in vitro PJ>JJ inhibition enhances rhe cecov­
ery of TRH relea sed from rhe ME, and in vivo PPU 
inhibi ri an augmcnrs serum TSH concenrrari on in cold­
srressed anima ls (17). Thus, we propose rhar a delayed 
increase of ME PPIl activity during fasting contriburcs to 

Endocrinology 

reduce TRH concentrarion in rhe portal blood (2) , and 
therefore lO down-regulate HJYT axis act ivity. The en­
ha ncemcnt of rhe extraccllu lar hydrolysis of TRH may 
limit rhe possibil ity rha r a partial reactivarion of TRH 
ncurons rcinit iares thyro id axis funetion when fast ing is 
prolonged. 

Pro longed fasting prom otes a partial reactivation 
of pro-TRH exp ression in the parvocellular PVN 

and a reversion 01 0 2 mRNA induct ion in the MBH 
Responses to fasting are likdy dcpendent on irs sevcrity 

(41 ), bur che effecr of fasring on me dynamics of D2 ex­
pression is poorlr described. In malc rars, D2 mRNA ex­
pression is enhanccd aftcr 72 houes of fasriog in a- and 
f3-ranycyres (42). D2 acriviry inereases in rhe MBH afrer48 
hours of fasting (43 ). lo our experimental conditioos. ME 
0 2 express io n incre;lscd a frer48 hours ef fasring. bur ner­
malized ro values found io fed animals arrer 72 hours o f 
fasting. Known enhancers of D2 activiry in MBH are t he 
inverse changes in circu la ring levels of corticosrero ne and 
lep rin (43), wh ich may have led ro rhe peak of e"pression 
we detected after 48 hours of fast ing. The drop in D 2 
expression in ranycytes after 72 hours of fasring may be 
due ro a reducrion of serum corticosterone concentrarion, 
as animals habítuared ro rhe stress. 

As for D2 cxpre.ss ion, the cftect of fasring on rhe d y­
na mies of PVN pro-TRH mRNA expression and TRH 
release in ma le rats is poorl r defined; PVN pro-TRH 
mRNA levels are lower after 48-65 hour s of fasring as 
compared with values detected in fed unimals (2-4, 44). 
We noticed a late a nd partial reversa l o f the fasring-in­
duced reducrion in P pro-TRH mRNA expression. 
This parrial inversion was confirmed in an independent 
expcri ment in which we measured rhe num ber of cells 
immuno-reacti ve for pro-T RH io rhe parvoce ll ular pan of 
rhe media l PVN. Immuoohistochemical data wece consis­
rem wirh ISH resulrs, showing a react ivarío n of pro-TRH 
traoslaríon dllCiog lare fas ring. ISH and immunobisro­

chemical data wcrcc::onsistenr in 2 diffcrenr srrains (Wisra r 
in experimenr ·1 and Sprague-Dawley ín experimenr 7), 
des pite strain diffcrenccs in serum thyroid hormones and 
co rricosterone concentrati ons (45). 

Ouring fas ring, the decrease of serurn leptin concentra­
rio n reduces PVN pro-TRH mRNA Icvels and TRH re­
lease (3, 6). An ¡nerease ofTj produerion in ranycytes may 
be a necessary link fo r dow n-regulario n of PVN pro-TRH 
mRNA levels (4 ), bur dara in 02 or r.hyroid hormone re­
ceptor 132 knock out mice do nor support t bis hypothes is 
(10,46-48). As fo[' D2 express io n, a reducrion in serum 
corricosterone concentration m.ay drive rhe reactivarion af 
pro-TRH syn rhesis~ becallSe on a rime sca le of days, glu­
(ocorticoids inhibit TRH mRNA levels in the PVN (40). 
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The partial reactivation o f pro-TRH expression in 
the PVN during late fast ing coincides with an 
up-regulation of PPII activity in the ME 

An increase in I'PI! IllRNA !evcls in thC' ME as wd l as 
in the medial and \'entral parts of the ventriele waUs, pre­
sumably in tanyeytcs, was detected at 48 hours of fa sting, 
the earJiest time point analyzed by ISH. This increase in 
PPJI expression was apparently independent of tanycyte 
subtypes and reproduced in an independent experiment 
with younger animals previously habituated ro isolation . 
Thus, enhanced exprcssion of M BH PPJI at 48 hOllrs of 
fasting is a eonsis tent response, independent of adult an­
imal ag"" (in the 2-4.5 mo range) or housing condirions. 
The increase in ranycyte PPI! expression was transient, 
beca use it was not detected arrer 72 hours of fasting . ME 
PPI! activity was not affceted by 36 hours of fa sting but 
incre'3sed eithe'r arrer 48 hOll rs of fasting in l experiment, 
or arrer 72 hours of fas ting in another experimento Thus, 
an increase. in ME pPII expression in response ro fa sting 
produces a eoneomitant or ddayed increas,," in ME PPII 
activity. 

TRH hydrolysis by PPI! produces His-Pro-NH2, that 
may be ei ther hydrolY-l ed by dipeptidyl peptidase IV (49), 
an enzyme abundanton thesurfaceofmanycell typcs (50), 
or spontaneously cyelize ro cyeJo H is-pro (49). Cyelo His­
Pro is detected in the. brain, ineluding the hypothalamus; 
it may not be uniquely derived from TRH (5 1,52). H ow­
ever, it is relevant ro note that cyelo His-Pro concentration 
inereases in the hypothalamus of fasted animals; the mech­
anism leading ro its aecumula tion has nor becn eJarified 
(5 1); ir may be related ro increased PPJI activiry in the M E. 

Together, rhese resulrs suggcsr that during prolonged 
fasting the carabolism ofTRH by PPII is increased in rhe 
ME extracellular tluid, concomirant with posirive adjus t­
ments in TRH expression in pVN neurons, which, if un­

balancN, mighr partially reaeri\'a te TRH secrerion in the 
portal capillaries. The control of ME PplI acrivity may 
thus contribute ro maintain the reducrion in rhe portal 
concentrarion ofTRH tbat is detecred in rars subject ed ro 
fasring (2, 53) . 

Putative drivers of up-regulation o f PPII activity in 
the ME during fasting 

Up-regula tion ofpPII acrivity in ME during fastingsug­
gesrs that rhe activity is coordinated wi rh other aspccts of 
HpT axis function. The hypothesis tha t adrenal status, 
which is relevant for HPT axis actÍ\'iry (40), regulares ME 
1'1' 11 activity in fed animals was norsupported by our data. 
Thus, it seems unlikc1y rhat rhe effcer of fasringon ME PPII 
acrivi ty is mediat ed by changes in serum corticosterone 
concentrarion per se. Ir is, however, possible thar Ihe early 
inverse changes in serum corticosterone and leptin con-

p,ess .endocnne.orif¡oumaVMdo , 

centra tions that inerease 02 activity in the M BH during 
fasting (43) led roge ther ro an increase in MBH 1'1'11 ex­
pression. An dfcel of Ihyroid hormones on M E I'PI! ex­
pression and activity during fasting is consistcnt with 
avaitable dala . Fasting increases not only 0 2 exprcssion 
and actÍ\'ity in ME (42, 43 and this study) but also hypo­
thalamic TJ levels (4). Thyroid hormones up-regula le PPI! 
expression in all subtypes of tanycytes in the context of 
thyroroxicosis (17), or in hypothyroid mice, with changes 
faster than those operating on pro-TRH synthesis in rhe 
PVN (19); finally, rauycrte PPI! expression is exquisitely 
scnsitive w rhyroid status ( this study). T hyroid hormones 
posi tively regulated 1'1'11 expression in tanycytcs and MBH 
regions from bregma - 2.56 ro - 3.1 4 mm (Figure 4 ), 
whereas brain 1'1'11 activi ty sensitivity ro thyroid sra tus is 
poor (20, 25). Thus, rhe opposi te effects of fasting on PPI! 

activity in thecortex and MEcoincide with region-spccifie 
effeL1:S of thyroid hormones on 1'1' 11 activity. 

Fasting promotes an increase in the activity of 
thyroliberinase in serum 

Thyroliberinase was the first T RH hydrolyzing activity 
biochemically characrerizcd . T hyroliberinase activity in­
crea sed during fasting, wirh significant changes detect(Od 
rela tively cady (afrer 36 or 48 hours fas ting) and main­
tained at Icast up to 72 hours of fasting. Bccause thyroid 
hormones up-regu!ate Ih yroliberinase activity (24, 25), 
rhe fasting-induced increase of thyroliberinase was unex­
pected. AdditionaJly, thyroliberinase activity was iU5ensi­
tive ro manipulation of serum corticosteronc le.vds in fed 
animals. The mechanisms leading to lonhanced thyroliberi­
naseactivity during fasting remain unknown. The increase 
in thyroliberinase activity detected in peripheral blood 
presumably coincides with an increase of the activity of 
this enzyme in the. hyporhalamus-pituitary portal blood 
vcssels aud may contribute ro reduce rheconcentration of 
TRH reaching the thyrOlrophs during fasting. 

Relevance of anterior pituitary PPII activity 
Bccallse anterior pi tuitary PPII actÍ\'ity is sensi tivc ro 

thyroid status and rapidly IIp-regulated by thyroid hor­
mones in vivo, i¡ was init ia Uy proposed thar PPI! contrib­
utes ro the negative feedbac k that thyroid hormones exert 
on the HPT axis (20, 25). H owcver, 1'1'11 is not expressed 

bythyrotrophs and does notcontrol rhyrorropin secretiou 
in response ro TRH in ceU culture (2 1, 22), sugges ting that 
PPI! unlike1y controls TSH scerction in this locus. We ob­
served that fasting does nOl modify 1'1'11 activity in rhe 
anterio r pituitary. likewise, 7 days of food restriction in 
adulr female rats does not change the expression of PplI in 
the anterior pituitary (5 4 ). 1t should be, however, nOled 
that 48 hours of fasting dccrcases anterior pi tui tary 1'1'1] 
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activity in 28·day~old. but Ilor in 3~month-old, maje rats 

(55); rhe rcason ror rhis age-dcpcndenr response is un­
known. Thus, in adulr animals anterior pin.irary ppn ae­

tivíty is flOr regulared by fasr ingand may nor conrribute ro 
rhe adjusrmenrs of rhe HPT axis acriviry. 

In conclusion. (he ¡oiriat drop of PVN pro-TRH ex­
pression in adulr maJe rats rhar is induced by fas ring is: 
parrially reve rsed berween 48 and 72 h{m(s after fasring 
¡nitiarion, when ME PPII as well as rh yro liberinase ac­
tivities are up-regulatcd. Thc ad jusrmcnts of ME PPIl 
and thyro li berinase acrivirics may appase rhe parrial 
reactivaríon of TRH secrerion and conrribure ro rhe 

reduced H PT axis acriviry (har charactcrizcs prolonged 
fas tiag. These data reveal unsuspected fluctuarions in 

thc dynamics of HPT axis during fast ing, and are con­
sistcl1r wit h rhe evideocc thar tanycytes respond to 

changes in encrgy babnce (10). 
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8.- Discusión  

La correcta regulación del eje tiroideo permite mantener la concentración constante de 

hormonas tiroideas en la circulación. Si por alguna razón la concentración de estas 

hormonas disminuye a largo plazo se pueden producir enfermedades asociadas al 

hipotiroidismo teniendo efectos negativos en el organismo, incluyendo la muerte (Mebis y 

Van den Berghe 2011). En condiciones de hipotiroidismo, se ha encontrado que las 

concentraciones locales de hormonas tiroideas no cambian en los tejidos y de esta manera 

se puede mantener las funciones básicas dependientes de estas hormonas, a pesar de su 

disminución en la circulación (Fekete y Lechan et al., 2014). En el caso de que el 

decremento de hormonas tiroideas se deba a la carencia de alimentos alimento, cuando las 

reservas energéticas se encuentran bajas, la disminución de hormonas tiroideas se ha 

propuesto como un mecanismo adaptativo que reduce los efectos que estas tienen sobre el 

metabolismo en diferentes tejidos del cuerpo y así disminuir el gasto energético. Para lograr 

esto, el organismo tiene adaptaciones en diferentes tejidos y células que participan en la 

regulación del eje tiroideo. El ayuno es un modelo experimental muy bien documentado 

que disminuye la actividad del eje tiroideo y se ha demostrado la regulación de eventos 

fisiológicos clave del eje tiroideo como la TSH, las hormonas tiroideas y las enzimas 

desiodasas. Entre las más estudiadas está la disminución de la síntesis de TRH en el NPV 

mediada por la caída de leptina en la circulación. Dicha caída disminuye la síntesis y 

secreción de  TSH y estas a su vez disminuyen la síntesis y secreción de hormonas 

tiroideas. Recientemente nuestro grupo de investigación encontró que la enzima que 

degrada a TRH, la PPII, se expresa en los tanicitos de la eminencia media, sitio de 

liberación de la TRH y que la inhibición de esta enzima aumenta el efecto exógeno de TRH 

sobre la secreción de TSH y el efecto endógeno de TRH sobre la secreción de TSH en 

respuesta al frio (Sánchez et al., 2009). Este trabajo, cuyo primer objetivo era determinar el 

efecto del ayuno sobre la expresión y actividad de PPII, muestra por primera vez, la 

relevancia de la enzima PPII en la eminencia media, ya que el RNAm y la actividad de la 

enzima aumenta su expresión tras un periodo de ayuno y proponemos que este aumento 

ayuda a mantener inhibido el eje tiroideo  a través de disminuir la concentración en la 

circulación portal de la TRH y reducir su efecto sobre los tirotropos, lugar donde induce la 

síntesis y secreción de TSH. Esta hipótesis está basada en que el eje tiroideo regula varios 
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de sus elementos moleculares para mantener una profunda inhibición durante un ayuno, la 

localización de la enzima en los tanicitos de la eminencia media y su regulación por 

hormonas tiroideas, por lo tanto, esta enzima es capaz de regularse en esta región y no es 

solo una enzima que se exprese de manera constitutiva, indicando un papel fisiológico. Por 

otro lado, aprovechamos estos experimentos para medir la actividad de la enzima en 

compartimentos relacionados con el eje tiroideo, en la pituitaria anterior y en el suero, ya 

que la isoforma que se expresa y se libera en el hígado y que es liberada a la circulación, la 

tiroliberinasa, pudiera participar en la degradación de la TRH durante su transporte de la 

eminencia media a la pituitaria anterior. Por un lado, no encontramos cambios en la 

actividad de la PPII de adenohipófisis, a pesar de la disminución de hormonas tiroideas en 

la circulación. Por otro lado, la enzima tiroliberinasa muestra cambios tempranos en 

relación con los cambios en la actividad de la eminencia media, este dato es novedoso, ya 

que tampoco se había analizado la respuesta de esta enzima al ayuno, sugiriendo que 

también juega un papel en la respuesta del eje tiroideo al ayuno.   De esta manera, la PPII 

de la eminencia media y la actividad de la tiroliberinasa,  pudieran actuar en conjunto para 

la completa inhibición del eje tiroideo.  

 

Como segundo objetivo, intentamos dilucidar cuales son los mecanismos que promueven el 

aumento de actividad de PPII en el ayuno en la eminencia media y en el suero. Ya que la 

corticosterona ha mostrado regular varios elementos del eje tiroideo, realizamos 

adrenalectomía y restitución con corticosterona a las ratas para determinar si esta enzima es 

sensible a los cambios en corticosterona circulante. Ni la adrenalectomía ni la restitución 

con altas concentraciones de corticosterona tuvieron efecto sobre la PPII de la eminencia 

media ni sobre la tiroliberinasa, aunque quizá durante el ayuno, el aumento de 

corticosterona pudiera actuar junto con otros cambios moleculares (por ejemplo, la bajada 

de leptina, el aumento de ghrelina) para permitir el aumento de la PPII. Se ha demostrado 

que algunas moléculas son reguladas de manera permisiva por dos factores, por ejemplo, el 

aumento de la enzima D2 en el hipotálamo mediobasal durante el ayuno se debe al aumento 

en la corticosterona circulante en conjunto con la caida de leptina circulante, si se evita que 

alguno de estos eventos ocurra, la enzima D2 no aumenta en el ayuno (Coppola et al. 

2005). Para probar que la PPII es regulada de manera permisiva otros experimentos deberán 
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realizarse en un futuro.  No obstante, esto sugiere que la corticosterona por si sola, a 

diferencia de otros elementos del eje tiroideo, no tiene efectos sobre la actividad de esta 

enzima. Por otro lado, en un experimento realizado durante la escritura de este trabajo en 

donde implantamos bombas osmóticas conteniendo leptina a animales sometidos a ayuno 

(para revertir la caída de leptina), no evitó que la actividad de PPII aumentara en la 

eminencia media ni en el suero. Ya que la administración exógena de leptina en animales 

sometidos a ayuno no elevó los valores de leptina a los animales control, es posible que 

esto explique la ausencia de los cambios que esperábamos en la actividad de PPII de los 

tanicitos y de la tiroliberinasa (ver apéndice, sección 10.1). Por lo tanto, un experimento 

adicional en donde la administración exógena de leptina nos permita elevar los valores de 

leptina circulante a niveles control debe realizarse. Es probable que otras moléculas puedan 

ser las responsables de este incremento en la actividad Aunque se ha postulado que un 

aumento en la actividad de D2 promueve un aumento en la concentración local de T3 

durante el ayuno, esto ha sido reabierto a debate (Lechan y fekete., 2014). Aunque el estado 

tiroideo ha mostrado regular a la enzima PPII en la eminencia media, si es que existe un 

aumento de T3 local en el hipotálamo, este podría ser un mecanismo que promueva el 

aumento de la expresión y actividad de PPII durante el ayuno.  No obstante, existen dos 

publicaciones en donde el aumento del RNAm y la actividad de la desiodasa 2 inducido por 

una restricción alimentaria o por el ejercicio (Alvarez-Salas et al., 2014, Uribe et al., 2014) 

no correlaciona con un aumento de la actividad de PPII. Esto sugiere que, para promover 

cambios en la actividad de PPII se requiere un balance energético negativo fuerte, ya que a 

pesar de que la restricción alimentaria y el ejercicio son considerados modelos de balance 

energético negativo, no son tan profundos como la completa deprivación de alimento. Esto 

pudiera deberse en que el aumento de concentraciones locales de T3 solo afecte a las 

células que expresan a alguno de los transportadores de hormonas tiroideas, es probable que 

los tanicitos que expresan PPII no expresen al transportador en estas condiciones y no 

pueden ser reguladas por el aumento de T3 local producido por las células que expresan a 

PPII. Para dilucidar esto, se podría estudiar la colocalización de la D2, PPII y los 

transportadores de hormonas tiroideas en diferentes eventos fisiológicos. Por lo tanto, el 

aumento en el RNAm de la D2 en nuestros experimentos deja abierta la posibilidad de no 

ser la responsable del aumento de actividad de PPII durante el ayuno. Para ello, un 
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experimento de ayuno con la inhibición específica de la D2 de tanicitos podría definirnos su 

papel en la regulación de la PPII en esta condición. Por otro lado, la tiroliberinasa también 

ha mostrado ser regulada positivamente por hormonas tiroideas y negativamente en 

condiciones de hipotiroidismo, esto significa que en el ayuno hay una discrepancia en 

cuanto a su regulación ya que las hormonas tiroideas se encuentran disminuidas en la 

circulación en esta condición. Por lo tanto, en el ayuno, el aumento de la actividad de 

tiroliberinasa en el suero pudiera ser regulada por otros factores distintos a las hormonas 

tiroideas y que aún no se han identificado. No obstante, es probable que las hormonas 

tiroideas que sean las responsables de los cambios (PPII en eminencia media y 

tiroliberinasa) y de los no cambios (pituitaria anterior y corteza parietal). La actividad de 

PPII de la pituitaria anterior y de la corteza parietal no mostró incrementos en este modelo 

experimental, sugiriendo que los cambios en la actividad son tejido específico y que el 

aumento de actividad no es un efecto inespecífico del ayuno en otras regiones del cerebro 

donde esta enzima se expresa. Por un lado,  es probable que las células de la adenohipófisis 

y de la corteza parietal no tengan el receptor del factor y/o la maquinaria que permite el 

aumento de expresión y actividad de PPII en la eminencia media y en el hígado en el 

ayuno. A pesar de que se ha demostrado que la PPII de la pituitaria anterior es sensible a 

hormonas tiroideas hay una discrepancia en nuestros experimentos, ya que el decremento 

de hormonas tiroideas no afectó la actividad de la pituitaria anterior. Esta discrepancia 

puede deberse a que el decremento de hormonas tiroideas en la circulación durante el ayuno 

no afecta la concentración local que hay en la pituitaria y en la corteza parietal y por lo 

tanto, la actividad de estas enzimas no se ven afectadas. Recientemente se demostró que en 

el ayuno, no hay cambios en la concentración local de T3 en la pituitaria anterior, a pesar 

del decremento de hormonas tiroideas en la circulación, y en otros casos, la concentración 

local de T3 aumente en órganos como el hígado, músculo y riñón (Galton et al., 2014). En 

la corteza, se ha encontrado que a pesar del hipertiroidismo o hipotiroidismo, las 

concentraciones locales de T3 se mantienen constantes. Por lo tanto, es probable que en 

estos tejidos los genes dependientes de hormonas tiroideas no se vean afectados tras este 

mecanismo homeostático de mantener constantes las concentraciones locales de hormonas 

tiroideas. Como se mencionó, Galton y colaboradores encontraron un aumento en la 

concentración local de T3 en el hígado durante el ayuno, y este aumento local podría 
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explicar el aumento en la expresión del RNAm de la PPII en el hígado (ver apéndice, 

sección 10.2) y el aumento en su producto proteico, la tiroliberinasa). Por lo tanto, las 

hormonas tiroideas pudieran ser los reguladores de la PPII de hígado (y posiblemente de la 

eminencia media) durante el ayuno. Por lo tanto, en el ayuno, se disminuye la expresión de 

TRH en el NPV por reguladores, pero además, la hidrólisis de la TRH por la PPII de 

tanicitos y la tiroliberinasa permita la inhibición profunda del eje tiroideo, aunque los 

reguladores de la PPII y la tiroliberinasa aún no han sido dilucidados (Figura 7). 

 

 

Figura 7. Control de la TRH y de la PPII de los tanicitos durante un ayuno. El ayuno promueve la 

inhibición del eje tiroideo mediante la reducción de la síntesis de la TRH en el NPV por el aumento  

de corticosterona circulante, disminución de leptina circulante y el aumento de la T3 local en la 

eminencia media. Adicionalmente, el aumento en la hidrólisis de la TRH en el espacio extracelular  

por la PPII de los tanicitos y por la tiroliberinasa permite la inhibición del eje tiroideo, pero los 

reguladores de estas isofórmas durante el ayuno aún son desconocidos. 
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La relevancia fisiológica del aumento de actividad de PPII podría manifestarse mediante un 

experimento en donde se inhiba la actividad de la enzima en la eminencia media mediante 

algún inhibidor específico durante el ayuno y determinar si esto revierte la disminución de 

TSH, pues al inhibir a la enzima PPII se aumentaría la vida media de la TRH y 

probablemente se evitaría la caída de TSH circulante. Para abordar el objetivo 3, durante el 

transcurso de la escritura de este trabajo, el laboratorio adquirió un ratón que carece del gen 

de la PPII, el cual fue sometido a ayuno. El ratón Knock Out (KO)  en condiciones control 

tiene una caída importante de la actividad de la PPII en el cerebro completo, indicando que 

el gen fue eliminado (Figura apéndice 10.3). Para determinar el efecto de la deleción del 

gen de la PPII sobre la respuesta del eje tiroideo al ayuno, sometimos a 24 horas de ayuno a 

ratones silvestres homócigos (wild type, +/+), heterócigos (+/-) y homócigos (-/-) para el 

gen de la PPII. En este experimento encontramos que el ratón nulo para PPII no sufre una  

caída tan profunda de TSH  en el suero si se le compara con el ratón homócigo y 

heterócigo. Esto sugiere que la PPII es necesaria para la caída profunda de la TSH y por lo 

tanto, para la reducción completa de la actividad del eje tiroideo en el ayuno (ver apéndice, 

sección 10.3). Esto significa que a pesar de la caída del RNAm de TRH en el PVN sigue 

existiendo cierta liberación de TRH al sistema portal que puede llegar a la pituitaria 

anterior, como ya se había demostrado anteriormente. También significa que los tirotropos 

son sensibles a TRH en el ayuno, como ya se  había demostrado mediante la administración 

de TRH exógeno a ratas sometidas a ayuno. Por lo tanto, la enzima PPII juega un papel 

muy importante en la regulación negativa del eje tiroideo durante el ayuno (figura 8). 
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Figura 8. Respuesta del ratón nulo para la PPII en el ayuno. A.- En un roedor alimentado ad 

libitum hay una expresión y secreción basal de TRH cuya acción sobre la pituitaria anterior es 

inducir la liberación de TSH. B.- En el ayuno, el aumento en la expresión y actividad de la PPII de 

la eminencia media, en conjunto con la tiroliberinasa, aumentan la hidrólisis de TRH, disminuyendo 

la liberación de TSH. C.- En el ayuno, en un ratón nulo para la PPII, la disminución de TSH no se 

ve afectada de manera profunda como en un ratón silvestre.  
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Finalmente, con propósitos de investigar si el cambio en la actividad de PPII observado en 

machos ocurre en las hembras, un realizamos un experimento de ayuno por 36, 48, 60 y 72 

horas, para determinar el efecto del ayuno sobre la actividad de PPII en la eminencia media 

y de la tiroliberinasa del suero. Similar a estudios anteriores, el ayuno no presenta ningún 

cambio en la TSH sérica, a diferencia de los machos, pero presentó un aumento de la 

corticosterona o una tendencia hacia arriba en las hembras sometidas ayuno (ver apéndice, 

sección 10.4). En cuanto a actividad de PPII, las hembras no mostraron cambios en la 

actividad de PPII de la eminencia media, ni en la actividad de la tiroliberinasa del suero. 

Esto sugiere que en el ayuno, la regulación del eje tiroideo es dependiente del sexo. Estas 

diferencias pudieran estar asociadas a funciones gonadales, ya que se ha demostrado que la 

gonadectomía previene la caída de la TSH durante el ayuno y la administración de 

andrógenos permite nuevamente la disminución de TSH (Cohen III et al., 1989). Esto 

sugiere que las gónadas de los machos contienen factores que promueven una inhibición 

del eje tiroideo.  
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9.- Conclusiones 

 

-Nuestro modelo de ayuno produce cambios en el eje tiroideo consistentes con la literatura 

(disminución de la expresión de TRH en el núcleo paraventricular, disminución de la 

concentración sérica de TSH, disminución de las hormonas tiroideas, disminución del peso 

corporal, aumento en la corticosterona sérica). 

-Encontramos en el ayuno un aumento de la actividad de PPII en la eminencia media en dos 

experimentos independientes así como un incremento transitorio en el nivel de RNAm en 

los tanicitos, adicionalmente encontramos un aumento en la expresión y actividad de la 

tiroliberinasa.  

-No encontramos un aumento de la actividad de la PPII de adenohipófisis ni en la corteza 

parietal. 

-La administración exógena de corticosterona no afecta la actividad de PPII en suero ni en 

la eminencia media. 

-La administración de leptina exógena mediante bombas osmóticas durante el ayuno, no 

elevó los valores de leptina a nivel control, quizá esto explica la ausencia en los cambios en 

la actividad de PPII de tanicitos y la tiroliberinasa.  

-El ratón nulo para PPII nulo para la PPII disminuye la respuesta a la disminución de TSH 

circulante por el ayuno. 

- La actividad de PPII en la eminencia media, de tiroliberinasa y de otros parámetros 

relacionados con el eje tiroideo no cambiaron en ratas hembra sometidas a ayuno. 

-Todo esto sugiere que durante el ayuno un cambio transitorio del nivel de RNA de PPII en 

los tanicitos induce un incremento de actividad de PPII en la eminencia media así como un  

incremento en la actividad de la tiroliberinasa sérica. En conjunto estos cambios de 

actividad pudieran incrementar la hidrólisis del TRH en el medio extracelular cercano a los 

vasos portales de la pituitaria, y en los mismos vasos portales. El incremento de la hidrólisis 

del TRH debería reducir la capacidad del hipotálamo de controlar positivamente la 

secreción de TSH. Para la eminencia media, estos cambios parecen ser posteriores a los 

cambios iniciales en la actividad del eje tiroideo por lo que pudieran contribuir a 

mantenerlo apagado a largo plazo, mientras que la tiroliberinasa pudiera contribuir en los 

tiempos iníciales en ratas macho. 
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10.- Apéndice 

10.1 Efecto del ayuno y la administración exógena de leptina sobre el eje tiroideo.  

El objetivo de este experimento fue determinar el papel de la leptina en la regulación de la 
PPII de la eminencia media y de la tiroliberinasa. Las ratas fueron implantadas con una 
minibomba conteniendo vehículo (solución salina y BSA) o leptina (400 ug/100 uL) y se 
dejaron recuperar 24 horas antes de someterse al protocolo de ayuno. Para el protocolo de 
ayuno, seis ratas implantadas con una mini bomba conteniendo vehículo recibieron agua y 
alimento ad libutim, otras seis ratas implantadas con una mini bomba conteniendo vehículo 
se sometieron a 72 horas de ayuno, y seis ratas implantadas con una mini bomba 
conteniendo leptina fueron sometidas a ayuno. Los animales se sacrificaron por 
decapitación y se obtuvo el cerebro, la adenohipófisis y el suero para los análisis indicados 
en la tabla.  

 

Experimento ayuno más leptina Control  Ayuno 72 h Ayuno más leptina 

PPII eminencia media (AT) 18.8 +/- 2.8 28.7 +/-  2.6 * 26.5 +/-  5.1 

        

Tiroliberinasa (AE) 0.68  +/-0.05 0.79  +/- 0.07 0.81  +/- 0.06 

        

Leptina en el suero (ng/mL) 2.21 +/- 0.25 0.43 +/- 0.06 ** 0.9 +/- 0.21* 

        

Ganancia de peso (g)  3.6 +/- 1.9  -37 +/-  1.5 ***  -33 +/-  2.0 *** 

        

TSH (ng/ml) 1.75 +/- 0.47 1.06 +/- 0.2 1.3 +/- 0.2 

        

Corticosterona (ng/mL) 36.56 +/- 11.5 234.8 +/- 26 *** 257 +/- 62.6 *** 
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10.2.-  Efecto del ayuno sobre el RNAm de proTRH y el RNAm de PPII 

 

Se muestra el efecto del ayuno sobre el RNAm de pro TRH y PPII de la eminencia media y 
en el hígado. Las ratas fueron sometidas a diferentes horas de ayuno y se sacrificaron por 
decapitación. Posteriormente se extrajo el RNA total de el NPV, la eminencia media y el 
hígado. Los datos muestran la media + el error estándar. n=5. * p < 0.05. Barras blancas: 
control;  barras negras: ayuno. 
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10.3.- Efecto del ayuno en ratones que carecen del gen de la PPII 

Como parte del objetivo 3, utilizamos ratones adultos de ambos géneros que no expresan a 
la enzima PPII y fueron sometidos a 24 horas de ayuno. Previo a esto analizamos que la 
actividad de PPII en el cerebro completo tuviera una caída en la actividad en el raton KO 
para PPII. Al mismo tiempo, analizamos que la caída en la actividad de PPII fuese 
específica y analizamos la actividad de la aminopeptidasa N en el cerebro completo. La 
aminopeptidasa N es un miembro de la misma familia de peptidasas dependientes de zinc 
(familia M1) 

 

Actividad específica de PPII y de la aminopeptidasa N en el cerebro de tres diferentes 
fenotipos de ratón. A.- Se muestra la actividad específica de PPII del cerebro de ratón. B.- 
Se muestra la actividad específica de la aminopeptidasa N (APN) del cerebro de ratón. 
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Efecto de 24 horas de ayuno, sobre la TSH sérica en ratones wild type (+/+), heterócigos 

(+/-) y homócigos (-/-) para la enzima PPII. Los datos muestran la media + el error 

estándar. n=7-19. * p < 0.05. Los valores de TSH circulantes en animales con alimento ad 

libitum y analizados en experimentos que no fueron parte de este trabajo son para los 

machos wild type = 1.04+/- 0.3; heterócigos = 0.66 +/- 0.01 y homócigos = 0.55 +/- 0.01, 

mientras que para las hembras los valores en condiciones de alimento ad libitum fueron 

wild type = 0.81+/- 0.2; heterócigos = 1.01 +/- 0.5 y homócigos = 0.93 +/- 0.04. 
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10.4.- Efecto del ayuno en ratas hembra adultas 

Como parte de los objetivos, comparamos la respuesta del eje tiroideo al ayuno en ratas hembra 
adultas. 

Efecto del ayuno sobre la ganancia de peso y parámetros hormonales relacionados con el eje 
tiroideo. 

 

 

 

 

 

  
Control 
36 h 

Ayuno 36 
h 

Control 
48 h 

Ayuno 48 
h 

Control 
60 h 

Ayuno 60 
h 

Control 
72 h 

Ayuno 
72 h 

Ganancia de 
peso (g)  

1.2     
+/- 1.49 

-21 ***     
+/- 0.89 

-1.4   
+/-1.50 

-24.4*** 
+/- 0.81 

-0.2 +/- 
2.3 

-27.4*** 
+/- 1.91 

0.0 +/- 
1.34 

-33*** 
+/- 0.89 

  

TSH (ng/ml) 
0.68 +/- 

0.05 
0.48 +/- 

0.07 
0.96 +/- 

0.17 
0.60 +/- 
0.0.11 

0.93 +/- 
0.12 

0.81 +/- 
0.09 

0.89 +/- 
0.10 

0.72 +/- 
0.12 

  
        

T4 (ng/dL) 
6.9 +/- 

1.2 5.7 +/- 0.5 nd nd 
3.7 +/- 

0.6 
3.8 +/- 

1.0 nd nd 

  
        Corticosteron

a (ng/mL) 
299.4 

+/- 99.4 
965.8*** 
+/- 103 

418 +/- 
82.6 

469.4 +/- 
68 

102.4 
+/- 29 

618.2*** 
+/- 45.6 

483.4 +/- 
147.4 

590 +/- 
88.6 
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Efecto del ayuno sobre la actividad de PPII de diferentes compartimentos en ratas hembras. Las 
ratas hembra adultas fueron sometidas a diferentes periodos de ayuno, de manera similar a la 
descrita para machos, y posteriormente sacrificadas por decapitación. A.- El ayuno no afecta la 
actividad total (pMolas de β-Naftilamida/minuto/tejido) de la PPII de la eminencia media (n=4-5). 
B.- El ayuno no afecta la actividad de la tiroliberinasa en el suero (pMolas de β-
Naftilamida/minuto/ul de suero) (n=4-5). El ayuno no afecta la actividad específica de la PP 
(pMolas de β-Naftilamida/minuto/mg de proteína) (n=4-5). Barras blancas: control;  barras negras: 
ayuno. 
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