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Resumen en espafiol

La completa falta de alimento (ayuno) regula adp el eje hipotdlamo-pituitaria-tiroides.
En esta condicidn, la sintesis de la hormona |ldmeade tirotropina (TRH) es reducida en
las neuronas parvocelulares de la zona media (ndBbR)ndcleo paraventricular del
hipotalamo (NPV). Estas neuronas proyectan a lan@msia media (EM) donde las
terminales axénicas de TRH estan en contacto intiomolas extensiones de los tanicitos
tipo B2. Los tanicitos expresan a la piroglutamil pegadd (PPII), la enzima que degrada
a la TRH y que se postula, controla su biodisptiddd en la pituitaria anterior. En este
trabajo probamos la hipétesis de que el ayuno adlguexpresion y actividad de la enzima
PPIl en la EM en ratas macho adultas. Medianteétmita de hibridacion in situ
semicuantitativa encontramos que los niveles delAlRRNde la enzima PPIl se
incrementaron en los tanicitos a 48 horas despeiésidio del ayuno. Este incremento fue
transitorio (no detectado a las 72 horas), segd&an incremento de la actividad de PPII
en la eminencia media, y de una reversion pareidadeduccion del mRNA del pro-TRH
en el NPV y del nimero de neuronas positivas a GRtdctadas por inmunohistoquimica.
La adrenalectomia y el tratamiento con corticosiznoeo cambiaron la actividad de la PPII
en ratas alimentadas a saciedad. El hipotiroidigmdacido por metimazol produjo una
disminucion profunda en el nivel del RNAm de laIR# los tanicitos, el cual fue revertido
luego de 3 dias de tratamiento con T4. La activiiadh tiroliberinasa, una isoforma de la
PPII presente en el suero y secretada por el higadacrement6 desde las 48 hasta las 72
horas de ayuno, mientras que la actividad de lad&Pk pituitaria anterior no fue afectada.
Concluimos que el incremento en la actividad dd Bila EM asi como la actividad de la
tiroliberinasa en el ayuno en la rata macho, pdaddtar la reduccion profunda del eje

tiroideo, a pesar de la reactivacion parcial dargesis de TRH en el NPV.



Abstract

Fasting down-regulates the hypothalamus-pituitagyeid (HPT) axis. Thyrotropin
releasing hormone (TRH) synthesis is reduced inrareu of the parvocellular
paraventricular nucleus of the hypothalamus (PVMijese neurons project to the median
eminence (ME) where TRH terminals are close to ¢htoplasmic extensions di2
tanycytes. Tanycytes express pyroglutamyl peptidds€PPIl), the TRH-degrading
ectoenzyme that controls the amount of TRH thathesa the anterior pituitary. We tested
the hypothesis that fasting regulates ME PPIl esgiomn and activity in male rats. Semi-
guantitative in situ hybridization data indicateaatt PPII mRNA levels increased in
tanycytes 48 h after fasting initiation. This ingse was transitory (not detected at 72 h),
and followed by an increase of PPII activity in thH#e, and a partial reversion of the
reduction in NPV pro-TRH mRNA levels and number TRH neurons detected by
immunohistochemistry. Adrenalectomy and corticaster treatment did not change ME
PPII activity 72 h hour later. Methimazole-indudegpothyroidism produced a profound
drop in tanycytes PPII mRNA levels, which was rés@rby 3 days of treatment with T4.
The activity of thyroliberinase, the serum isofowh PPIlI secreted by the liver, was
increased at most fasting time points studied, adeanterior pituitary PPIl activity was
not affected. We conclude that in fasting male daigyed increases in ME PPII as well as
in thyroliberinase activities may facilitate the imtanance of the deep reduction of HPT

axis function, in spite of a partial reactivationTéRH expression in the PVN.



1.- Introduccion

En la actualidad muchas naciones subdesarrolladdecpn hambre. ElI consumo de
alimentos es fundamental para obtener energia neatezar las funciones que ocurren
dentro de nuestro organismo, como la respiracibrmantenimiento de la temperatura
corporal, la actividad fisica. EI concepto de hamhaefinido como la necesidad del
organismo de consumir alimentos es en realidadrocepo muy complejo que involucra
diversas respuestas de nuestro organismo paraagesar sensacion y finalmente culminar
con el consumo de alimentos. A diferencia de |ldsdéss sobre la obesidad (balance
energético positivo) y sus efectos sobre el orgamida respuesta ante la falta de alimento
como la restriccion alimentario, el ayuno o la ax@a nerviosa (balance energético
negativo) ha sido estudiada en menor grado. N@antesse sabe que el balance energético
negativo conduce a un ajuste en la actividad dejks neoroenddcrinos, que controlan la
reproduccion, el crecimiento y el metabolismo (Shury et al., 2011). Cuando las
reservas de alimento son bajas, el eje hipotalamdgria-tiroides es regulado
negativamente a través de mdultiples cambios quéesan a cabo en tejidos especificos
(Sainsbury et al., 2012), estos eventos contribwyeeducir las hormonas tiroideas en la
circulacion y el gasto energético. En el nucleapantricular del hipotalamo, un balance
energético negativo decrementa la expresion delupser de la hormona liberadora de
tirotropina (pro-TRH) asi como la concentracionl@dRH en la eminencia media (Blake
et al., 1991). La regulacion negativa de la siatgsiberacion de TRH durante el ayuno
probablemente contribuyen a la disminucion de lavided del eje tiroideo, pero la
hidrolisis de la TRH en el espacio extracelularigse ser otro mecanismo de control
adicional. La TRH es hidrolizada vitro por la piroglutamil peptidasa Il ) (EC 3.4.19.6)
una ectoenzima con amplia especificidad (Charéilet1998) y que se expresada en unas
células gliales especializadas localizadas en iaemoia media llamadas tanicitos, donde
regula la concentracion de TRH en el espacio esfidar, antes de que la TRH alcance sus
células blanco en la pituitaria anterior (Sancheale 2009). Hasta el momento no hay
estudios que muestren el papel de una ectoenzidgaregulacion negativa del eje tiroideo.
Los mecanismos que regulan el eje tiroideo durahtayuno no estan completamente
dilucidados, por lo que ampliar el conocimientoit@ssobre la regulacion de este eje

puede ayudarnos a mejorar la comprension de lag@vegue conducen a la inhibicién de



este eje. En esta tesis se investigo la hipétesgud la expresion y actividad de la PPIl en
la eminencia media se ajusta durante el ayuno comenecanismo adicional para la
regulacion negativa del eje tiroideo. Puesto queHH se expresa en otros compartimentos,
analizamos la respuesta de la PPII en la pituitartarior, el suero (una isoforma soluble),
y la corteza parietal, para dilucidar si los cammbpyoducidos por el ayuno son tejido
especifico. Ademas identificamos mecanismos regutet de la PPIl de la eminencia
media administrando leptina exdgena, corticostererdgena y manipulando a las
hormonas tiroideas. Por otra parte se analizéegt@fdel ayuno en un ratdn que carece del
gen funcional de la PPII para ver la respuestajgeliroideo durante el ayuno en ausencia
de PPII. Finalmente en este estudio se analizibe$eeto del ayuno sobre la actividad de la
PPIl depende del género, mediante un experimerdorpnar de ayuno en ratas hembra
adultas.

2.- Antecedentes generales

2.1.- El balance energético

El consumo de alimento es fundamental para la soerecia de los organismos. El
catabolismo de las biomoléculas provenientes deliosentos (carbohidratos, proteinas,
grasas) es la fuente proxima de la energia quanosales utilizan para funciones tan
diversas como la contraccion muscular, incluyenaloattividad cardiaca, la actividad
eléctrica, la generacion del calor corporal y lévadad fisica entre otras funciones que
permiten la supervivencia del organismo (Havel 20ClLiando un organismo se alimenta
ocurren varias respuestas hormonales y centratagdpéener el consumo de alimentos una
vez que estd satisfecho (regulacion a corto plagb)mismo tiempo, se promueve la
estabilidad de las reservas de energia para manteneeso corporal constante (regulacion
a largo plazo), estos eventos conllevan un eqigliéntre la entrada y consumo de energia
denominado, balance energético (Remers et al.,)28i1 embargo, cuando un organismo
tiene algun déficit energético (como en el ayuaotdstriccion alimentaria o la anorexia
nerviosa) se aumenta la utilizacion de reservdser@dcion de glucagén al suero con
incremento de la gluconeogénesis y utilizacion ddos grasos libres) pero también se
aumenta la expresion de péptidos que provocan elt@gpéptidos orexigénicos) y al

mismo tiempo se inhibe la sintesis y liberacionlate que inhiben el apetito (péptidos



anorexigénicos) a nivel periférico y central lo quemueva la busqueda y el consumo de
alimentos (Remers et al., 2011).

Ya que se requiere de una adecuada alimentaciampartener las funciones vitales de los
organismos, se pudiera pensar que ante un défiergético se provocan alteraciones sin
control en todo el organismo. Sin embargo, durémtvolucion se han creado respuestas
fisiologicas especificas ante déficits energétigmsa permitir la sobrevivencia del
organismo y proteger a la especie a través deptieor ejemplo, la actividad del eje de la
reproduccion se afecta negativamente, lo que reldscprobabilidades de reproducirse y
cuidar un feto en condiciones de desnutricion (@airy et al., 2011). Otro eje afectado
ante un déficit energético es el eje tiroideo. Emanos y modelos animales, la actividad
de este eje se reduce durante la restriccion alariany durante el ayuno. Ya que la
activacion del eje tiroideo promueve el consumoedergia mediante la termogénesis
facultativa y adaptativa y el gasto energéticovggiR006), se ha propuesto que durante un
ayuno este eje disminuye su actividad durante um@gomo una manera de economizar
energia ante déficits energéticos. La regulacionesie eje ante el ayuno estad bien
documentada, con varias respuestas 6rgano y pmote$pecificas que permiten la
reduccion de la actividad del eje (Sainsbury et2011). Antes de describir a fondo el
efecto del ayuno sobre la actividad del eje tirojderimero se describiran las respuestas
hormonales periféricas y centrales ante el ayuomocun modelo de déficit energético
ampliamente estudiado en los roedores.

2.2.- Respuestas metabdlicas periféricas ante wmoay

La restriccion alimentaria en roedores es un podboque se utiliza para determinar el
efecto de la disminucion de disponibilidad de ahioe que consume un animal

rutinariamente, teniendo consecuencias como ladséde peso. Esto implica un balance
energético negativo y aunque este modelo experahgenera resultados que van en la
misma direccidén que la ausencia completa de almsecdmo en el ayuno, los animales
siguen teniendo cierta entrada de energia. Esbajtraesta basado en la deprivacion
completa de alimento (ayuno); se describen respsi¢ahto periféricas como centrales en
roedores con ayuno Yy su relacion con la activideldepk tiroideo bajo esta condiciéon, con



un enfoque particular en la molécula bioactiva &HTy la regulacion de su degradacion

en la terminal nerviosa.

Ante un ayuno, el organismo coordina varias respgegara minimizar el impacto del
déficit energético, y adecuar su comportamienta lespuestas de un organismo ante la
falta de alimento se llevan a cabo en diferentapast en las que participan mdltiples
organos Yy diferentes metabolitos para permitirolarevivencia del organismo. En primer
lugar, el tracto digestivo detecta la ausencia deiamtes (por la disminucion de la
distencién de este 6rgano) mientras que el higadweata la glucogendlisis, comienza a
liberar cuerpos cetdnicos y el tejido adiposo auméa secrecion de acidos grasos los
cuales pueden transformarse en glucosa en el higattnesto para compensar la caida de
glucosa en la circulacién (Friesman y Sticker.,8)9Bi las reservas de glucdégeno en el
higado caen y las reservas energéticas del tdjigposo ya no son suficientes por causa de
un ayuno prolongado, el organismo usa como Ultioente de energia oxidable las
proteinas del organismo, esto es ejemplificadatasrobesas cuya utilizacion de proteinas
es mucho mas tardia que en ratas no obesas, #asoree debe a la mayor cantidad de
tejido adiposo que tienen las primeras (Cherel.£1891). En conclusion, la utilizacién de
biomoléculas como fuente de energia durante elagigue este orden; glucosa, acidos
grasos y cuerpos cetonicos, y las proteinas. Airagadion se enlista la respuesta de
diferentes algunos de los marcadores metabdlicesestadiados ante un déficit energético

en los mamiferos.

2.2.1.- Glucosa e insulina

La glucosa es la principal fuente de energia devirsebrados. En los mamiferos la
regulacién de la concentracion de la glucosa egresaesta regulada por dos hormonas
pancredticas, la insulina y el glucagon. Cuandorganismo se alimenta, un incremento en
la secrecion de insulina permite la permeabilidadadglucosa en las células del organismo
para que éstas puedan utilizarla como energiaglpoontrario, cuando el organismo se
encuentra en ayuno, la insulina disminuye su sigreg se secreta glucagon, que se
encarga de promover la degradacion de glicogeraed bigado para obtener glucosa. En la

rata, 24 horas de ayuno disminuye la concentratgoglucosa en sangre hacia valores que



se mantienen relativamente bajos y constantes ®uadias de ayuno (Chatamra et al.,
1984; Walder et al., 1998). Adicionalmente, el défenergético perjudica la sensibilidad
de las células del pancreas para liberar insulinegpuesta a glucosa, 24 horas después de
ayunar a una rata (Zawalich y Zawalich., 2000) r&as, la insulina sérica disminuye tras
24 horas de ayuno (Walder et al., 1998). Por ltotda concentracion sérica de glucosa y
la secrecion de insulina dependiente de glucoseseafectadas negativamente ante un
ayuno.

2.2.2.- Acidos grasos y cuerpos cetonicos

En estadios de déficit energético, después destaidiicion de glucosa en la sangre y la
terminacion de las reservas de glicégeno, losidégtos del tejido adiposo son
hidrolizados por una enzima llamada lipasa sensiltlermona para acidos grasos libres los
cuales proporcionaran energia oxidable a érgano® @ corazén, musculo esquelético e
higado. Esto se debe a un incremento en el RNAmagtividad de la hormona sensible a
lipasa debido a una disminucion de la concentrag@msulina en el suero, esto promueve
gue la vida media del AMPc aumente en los adipscitofosforile a dicha enzima
aumentando su expresion y actividad (Sztalryd angeider, 1994., Dominique et al.,
1996). En ratones, 2 a 18 horas de ayuno provonaimaremento en los acidos grasos
libres en el plasma (Steyn et al., 2012), miemfressen la rata 16 horas de ayuno aumentan
diferentes tipos de &cidos grasos en la circula@ioret al., 2006). Finalmente, los cuerpos
cetonicos (acetona, acetato y el adidieidroxibutirato) son moléculas insolubles en agua
gue son producidas por el higado a partir de acgtasos libres provenientes de los
adipocitos en respuesta al ayuno. Los cuerposicegson transformados posteriormente
a acetil-CoA en el interior de las células y estdécula posteriormente brindara energia a
las mitocondrias de las células como el corazoincgrebro. En ratas de 3, 8 y 32 semanas
de edad, se alcanza un pico de cuerpos cetOniclasaiculacion posterior a las 48 horas

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

2.2.3.- Proteinas y aminoacidos
Cuando un ayuno es prolongado y las reservas desagrasos estan por culminar, la
ultima fuente de energia utilizada son las protede organismo, la proteina que se utiliza

para este proceso proviene principalmente del ndigéuldis et al. 1936) en donde las



proteinas son degradadas a sus subunidades mé&siasglos aminoacidos y entran al
ciclo de los acidos tricarboxilicos para generarcgsa. En esta fase del ayuno ocurre
ademas un aumento en la actividad locomotora (j@siplcomo una respuesta conductual
asociada a la busqueda de alimento) y se increnferg&crecion de urea, reflejando el
catabolismo de las proteinas (Koubi et al., 20(ter€l et al., 2002). Los mecanismos

moleculares que promueven esta movilizacion nomeafitacidados.

2.2.4.- Ghrelina 'y leptina

Las hormonas ghrelina y leptina son hormonas ldssalel estbmago y del tejido adiposo
blanco, respectivamente. La hormona ghrelina esada como la hormona del hambre.
asi, en respuesta al déficit energético, la conaeidh de ghrelina en la sangre aumenta y
muestra una tendencia a regresar a niveles basfes48 horas en la rata (Toshinai et al.,
2001). En el ratén ocurre la misma respuesta Wtalipa circulante aumenta de las 9 a las
18 horas de ayuno (Steyn et al., 2012). En hums@dg postulado a la hormona motilina
como la responsable de inducir el aumento de glaredn el estbmago (Sanger y Lee.,
2008). En cuanto a la leptina, la respuesta esrsavg muestra decrementos en la
circulacion en animales sometidos a ayuno, por @gnse ha monitoreado la caida de la
leptina circulante desde las 16 horas y el efeetmantiene hasta 72 horas de ayuno en las
ratas (Walder et al. 1998). En el raton, se disgenuyprogresivamente la concentracion de
la leptina circulante desde las 2 horas y se mastibajas durante todo el periodo de

ayuno (Steyn et al., 2012).

2.2.5.- Respuesta del nervio vago y el nucleordeta solitario.

Ante un ayuno, diferentes respuestas centralextsegara y promueven la basqueda de
alimento. Para ello, el estomago y diferentes osrdel cerebro interactian para inducir el
apetito y conductas relacionadas con la busquedérdento. Diferentes hormonas que son
liberadas durante el ayuno pueden informar al cerdbl ayuno (respuesta enddcrina) via
directa pero también a través del nervio vago. Estdefine como un conjunto de nervios
que contactan diferentes visceras como el tracttyagatestinal, el pancreas y el higado a
una region del cerebro llamada nucleo del tractaso (NTS). En lo que respecta al

nervio vago y la regulacion del balance energétaconexiones que se encuentran sobre



el tracto gastrointestinal detectan los cambiosameos y hormonales en el ayuno y
también transmite informacion de osmoreceptoreslikados en el duodeno y de los
glucoreceptores del higado (respuesta autdbnomd) yGiayes 2009). Se postula que la
activacion del nervio vago es integrada en el NTiBag tarde esta sefal es transmitida al
hipotdlamo para generar las respuestas adecuddasstimulacién producida por la falta
de alimentos. EI NTS no solo participa en el releeola informacion del nervio vago,
también expresa receptores a leptina y la deled&nreceptor a leptina en esta zona
produce hiperfagia (Hayes et al., 2010), indicaedpapel de la leptina en el consumo de
alimentos. Otros efectos relacionados con el consigmalimentos en el NTS son llevados
a cabo por el péptido similar al glucagon-1 (GLPegle se libera ante los cambios
nutricionales y mecanicos del tracto gastrointastyneste actlia sobre su receptor GLP-1R
localizado en el NTS y potenciando el efecto deegaina (Grill y Hayes 2009). En esta
zona, la administracion del factor neurotréficoivieto del cerebro (BDNF) disminuye el
consumo de alimento y también potencia el efectyeaigénico de la leptina (Sphaet et
al., 2012). Recientes estudios han mostrado qughtdalina regula aspectos del balance
energético en esta zona, independientemente desftados de esta hormona en el
hipotalamo. La administracion de un anticuerpo @agthelina, con la intencién de abatir
su funcién orexigénica, disminuye el consumo dmetito (Solomon et al., 2006). Por
tanto, el NTS es una region que contiene elemgas integrar los cambios periféricos y

nerviosos asociados al ayuno.

2.3.- Papel del hipotalamo en el ayuno

Los organismos multicelulares utilizan sefiales paraunicar diferentes compartimentos,
a veces ubicados a distancias relativamente granagiscoordinar funciones que dependen
de la participacion de diferentes érganos. Los emsroenddcrinos son ejemplo de la
comunicacion intercelular a distancia en los orgjais multicelulares. Organos, células,
enzimas, receptores, mensajeros quimicos y caso#daslulares particulares, regulan la
funcion de los diferentes ejes. Ante un déficit rgatco, el eje tiroideo, el eje del
crecimiento, y el eje de la reproduccion se inhjbaientras que el eje del estrés, el eje
adrenal, se activa (Sainsbury et al., 2011). Seohgrobado que estos ejes se regulan ante

un déficit energético de acuerdo a los cambiosadehlormonas circulantes leptina y



ghrelina. Los niveles de leptina y grhelina soneditdos por neuronas del hipotalamo
(denominadas de primer orden), en particular psrn@auronas del ndcleo arcuato que
tienen receptores para estas hormonas. Las neuwter@sner orden se denominan sistema
de melanocortinas; contienen diferentes subpobiasicelulares que a su vez envian
sefiales mediante la liberacién de sus péptido®gimias en las terminaciones nerviosas a
diferentes ndcleos del cerebro (neuronas de segoti#m), en particular a neuronas del
mismo hipotalamo que participan en la regulaciéhbdlance energético como el NPV
(Nucleo paraventricular), el NDM (nucleo dosomedigl el hipotalamo lateral (HL)
(Bouret et al., 2004., Sainsbury et al., 2011oAtinuacion se describe el mecanismo por

el cual funciona el sistema de melanocortinas delleo arcuato.

2.3.1.- El nacleo arcuato del hipotdlamo respondesaniveles de ghrelina y leptina
circulantes.

En el ndcleo arcuato, el sistema de melanocortinas compone de diferentes
subpoblaciones neuronales que son blanco de lepgtigarelina, y por lo tanto, son
neuronas que llevan el mensaje del estatus erargegriférico de un organismo al cerebro
(figura 1). El sistema de melanocortinas se denamsi porque uno de los péptidos (la
hormona estimuladora de lesmelanocitos), y sus receptores (receptor de metahinas
3y 4, Mc3R y Mc4R) participan en la regulacion elde sistema. Ademas contiene
subpoblaciones neuronales que sintetizan y libemardos péptidos denominados
“neuropéptido Y (NPY)” y “proteina relacionada cehagouti” (neuronas NPY/AgRP),
cuyas similitudes fisioldgicas son que ambas sgulaglas positivamente por grhelina y
negativamente por leptina (Barsh y Schwartz, 20G#)Jeméas estos péptidos son
sintetizados por las mismas neuronas del nuclasatrqHahn et al., 1998). Consistente
con este papel, la inyeccion intraperitoneal delgia y la administracion central de NPY
promueven un aumento en el consumo de alimentonmangé&a del peso corporal en
animales control (Gehlert 1999, Cabral et al., 20P8r lo tanto, la estimulacion de estas
neuronas provoca el apetito y el consumo de aliose(Bainsbury et al., 2011). Por otro
lado, otra subpoblacion de neuronas del arcuatexpresan al péptido denominado
transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CAR&)la proopiomelanocortina (POMC)

(neuronas POMC/CART); dichas neuronas coexistelasemismas neuronas (Elias et al.,
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1998) yproyectan también hacotras neuronas (neuronas de segundo orden) indc
nacleos hipotalamicdiberandc CART y la hormoa estimuladora de le-melanocitos |-
MSH), un producto del procesamientd gen POMC.Como resultado, la estimulacion
estas neuronas por la leptinprovoca la disminucién del apetitla disminucion del

consumo de alimentgssepromueve el gasto energéticoBafsh y Schwartz, :02).

En el déficit energético, cuando la concentraci@gtirelina aumen y la de leptina
disminuye, la ghrelinlega al cerebriatravesando la eminencia metaya descripcion s
detalla méas adelantg)activendo la subpoblacion de neuromMdBY/AgRP.La caida en la
concentracion deleptine provoca una inhibicibn de la sintesis y liberacide
POMC/CART y por tanto de la liberacion da-MSH dandocomc resultado final, la
basqueda yel consumo de alimentante el ayuno para mantener la homeostasi:

organismo (figura 1).
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Figura 1.-Representaciébn esquematica de la respuesta dedonéctuato ante leptina y la
ghrelina.En el nacleo arcuato existen dos subpoblacione®nales(AgRP/NPY y POMC/CART
gue detectan los niveles darelina y leptina provenientes ¢t periferia. Estas neuronenvian
sefiales a otros blancparacoordinar respuestas centrales, a cambiod estado energético del
organismdTomado y modificado dBarsh y Schwartz, 2002).
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1.3.2.- Papel de la eminencia media y de los tasici

La comunicacién y el control de los ejes hipotalgpitaitaria-érganos periféricos se lleva a
cabo gracias a una microestructura localizada éada del cerebro denominada eminencia
media, cuya estructura es definida como una regétd compuesta por células
neurosecretoras, recibe flujo sanguineo a travésurdesistema de vasos sanguineos
denominado sistema portahipofisiario, contienelaélependimales y gliales que permiten
el transporte de mensajeros quimicos que van debiea la periferia y viceversa. Por
ejemplo, los tanicitos, un tipo de células gliabspecializadas que se describirdn en el
siguiente parrafo, son los responsables de traaspeptina y ghrelina de la circulacién al
sistema nervioso central (Cabral et al., 2012.|aBdl et al., 2014) Por lo tanto, la
eminencia media es una de las rutas de accesmehlaeale las moléculas periféricas que se
liberan durante el ayuno. Esta estructura estdecemda en todos los vertebrados y
aquellos organismos que no pertenecen al sub fdenvertebrados no contienen este
sistema portahipofisiario y por lo tanto, la conuation entre ambos 6rganos se realiza de
manera directa entre los axones del hipotalamosy ®lulas de la pituitaria anterior
(Kobayashi et al., 1970).

Existen cuatro subtipos celulares de tanicitosifidagdos de acuerdo a su anatomia,
distribucion y las moléculas que se expresan ea sadpoblacional, a2, B1 y B2, figura

4) (Rodriguez et al., 2005). Los somas de estagrocisabpoblaciones se encuentran
distribuidos en dos tercios del tercer ventricelo,contacto con el fluido cerebroespinal;
tienen la particularidad de tener extensiones l@smpaticas que contactan algunas zonas
del hipotdlamo, por ejemplo, las extensiones dsulpoblacionalcontacta al nucleo
dorsomedial (NDM), las extensiones de la subpobitaai2 contactan al nudcleo
ventromedial (NVM), las extensiones de la subpabtafl contactan a las neuronas del
ndcleo arcuato y las extensiones de la subpobl@@d@ontactan a los capilares del sistema
portahipofisiario de la eminencia media (Rodrigeeal., 2005). Esta ultima subpoblacion
tiene la particularidad de funcionar como una larde comunicacion entre el sistema
nervioso central y periférico. Hormonas como latifepy la ghrelina han mostrado ser
internalizadas por los tanicito$2: recientemente se ha demostrado que la leptilza y

ghrelina periférica son capturadas por las exteesiacitoplasmaticas de los tanicitos de la
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eminencia media y transportados al fluido cerelpinas donde posteriormente difunden y
llega a regiones del hipotdlamo mediobasal comauleleo arcuato, NDM y el NVM
(Schaffer et a., 2014.,Balland et al., 2014).

La diferenciacion de los tanicitos en la rata commée en el dia embrionario 19 y su
maduracion continua hasta 30 dias después del ieatim(Rodriguez et al., 2005).
Recientemente se han identificado algunos factques contribuyen a la diferenciacion
especifica de los tanicitos en el desarrollo dimase ha identificado por ejemplo a un
factor transcripcional denominado LHX2 cuya pérditafuncion evita que los tanicitos
logren establecer su fenotipo durante el desarrdiébido en parte a que LHX2 regula
positivamente a Rax (Retinal homeobox protein)faator de transcripcion necesario para
el desarrollo de los tanicitos (Salvatierra et2015). La perdida de funcion de LHX2 en el
ratén adulto tiene ademas efectos fisioldgicos ntambes; por ejemplo, los tanicitos dejan
de expresar a la enzima desiodasa 2 y a Rax (leahaaet al., 2015), indicando que este
factor es necesario no solo en el desarrollo, sguwe en la etapa adulta mantiene la
identidad molecular de estas células. Al igual gqueel desarrollo, las células gliales
radiales pueden generar nuevas neuronas en alganas particulares del cerebro en el
cerebro adulto y los tanicitos hipotalamicos hanstnamlo ser progenitores de células
neuronales. Una proteina poco caracterizada eabrattos denominada UGS148 y que se
expresa especificamente en células pluripotentegmesa en los tanicitos (Ming-San Ma
et al., 2014). Estas células han mostrado genemvas neuronas ante diferentes estimulos

fisiologicos, por ejemplo, dietas altas en grasee(ket al., 2012) y el ejercicio voluntario
(Niwa et al., 2015).
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Figura 2. Distribucién espacial de las diferentebpsblaciones de los tanicitos. A.- Se muestra
mediante una tincién de Golgi (negro) la presedeidos subtipos de tanicitos alrededor del tercer
ventriculo y sus extensiones citoplasmaticas dingose hacia diferentes zonas del hipotalamo. B.-
Se muestra una tincion con vimentina, un marcaddosl tanicitos (Imagen tomada de Rodriguez
et al., 2005). C.- Se muestra mediante un cuagiodaabicacion de la figura izquierda en un corte

coronal del cerebro de la rata.

1.4.- Generalidades sobre el eje hipotalamo-piiaHi@roides

A nivel de cerebro, especificamente en el nucleaveatricular del hipotalamo (NPV) se
sintetiza la hormona liberadora de tirotropina (TR¥GIu-His-Pro-NH). En el NPV
existen distintos tipos de neuronas que expresarTRH, pero solo las que se encuentran
en la zona parvocelular media proyectan sus axwaga la eminencia media (Fekete et al.,
2000., Kédar et al.,, 2011) y por tanto, controlareje tiroideo. El gen de la TRH se
conforma de 3 exones y 2 intrones, que luego derooeso de edicion o “splicing”
alternativo genera un precursor de alto peso mi@eque contiene 5 veces repetida la
secuencia GIn-His-Pro-Gly. Mediante el empleo diivms primarios hipotalamicos de
rata, se ha observado que el procesamiento dalrpoFcde TRH tiene lugar durante el
transporte axonal para posteriormente almacenarkes déerminaciones nerviosas (Nillni et
al., 1996). Durante su recorrido a través del wiatede endomembranas (reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y vesiculas de pirates) este precursor es hidrolizado por
las convertasas de prohormonas (PC’s, por sus gglangles, “protein convestases”) y la
carboxipeptidasa E, para generar GIn-His-Pro-Gigeguida, la enzima glutaminil ciclasa
convierte la GIn a pGlu y finalmente una monooxagaalfa-amidante de la peptidoglicina
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(PAM) forma el extremo NH2 a partir de la gliciggnerando el péptido maduro (Joseph-
Bravo et al., 1998). Asi, bajo un estimulo fisioty la TRH madura sera liberada de las
terminales axonicas del NPV en la eminencia media posteriormente ser transportada a

la adenohipdfisis o pituitaria anterior, en donpEcera su accion.

En la adenohipofisis, la TRH aumenta la sintediiseracion de tirotropina (TSH) mediante
su unién a un receptor denominado TRH-R1, el csalrereceptor de la familia de siete
dominios transmembranales acoplado a proteinagr@u{Bet al., 1990). Aunque el efecto
mas conocido de la TSH es la induccién de la sgnyeldberacion de hormonas tiroideas en
la glandula tiroides, recientemente se ha demastrgde la TSH tiene efectos
independientes de la glandula tiroides. La TSH batrado modular el balance energético
mediante su accién en otros tejidos distintos dirdédes, donde también se expresa su
receptor (TSH-R), por ejemplo, la TSH aumentapalisis en el tejido adiposo blanco
vitro y aumenta la concentracion circulante de acidasay libres (Gagnon et al., 2010),
mientras que en el tejido adiposo pardo, un tejglee participa en procesos de
termorregulacion en mamiferos, promueve la expmesidactividad de enzimas que
participan en el proceso de termogénesis como tamendesacoplante 1 (UCP1), la
actividad de la desiodasa tipo 2 (D2), e incremehtamnsumo de oxigeno, un indicador de
actividad metabdlica (Martinez-deMena et al., 2014)

Las hormonas tiroideas, triiodotironina (3,3",%etibtironina, T3) y la tiroxina (3,3",5,5-

tetraiodotironina, T4), las hormonas efectorasejeltiroideo, son liberadas de la glandula
tiroides en diferentes proporciones, la T4 es #laren mayor proporcion con un 80%
aproximadamente, mientras el 20% restante es lgy E3ta Ultima es considerada la
hormona activa. Aunque las hormonas tiroideas somaduraleza liposoluble, estas son
transportadas al interior y al exterior de la elal través de varios transportadores
especificos que actlan a través de un mecanisnmendiepte de energia (Visser et al.,
2008). Estos transportadores no solo ingresan gsagrhormona de sus ceélulas blanco,
sino que también permite pasar hormonas de un atimpato a otro: por ejemplo, de la

circulacion al sistema nervioso central. Se hastrite diferentes transportadores para las

hormonas tiroideas, entre ellos algunos miembrosladéamilia de los polipéptidos
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transportadores de aniones organicos (OATP’s, per sglas en ingles), algunos
transportadores de aminoécidos y de la familiardesportadores de monocarboxilatos
(MCT, por sus siglas en ingles), la translocasaacidos grasos, entre otros, pero solo
OATP1C1 , MCT8 y MCT10 muestran alta afinidad pdas hormonas tiroideas
(Hennemann et al., 2001., Visser et al., 2008)efles, solo el transportador OATP1C1 se
encuentra expresado en el plexo coroideo y enr@raahematoencefalica (Suguyama et
al., 2003) indicando su papel en el transporteadehbrmonas tiroideas de la circulacion a
cerebro, El MCT8 se encuentra expresado en el ptoroideo, los tanicitos de la
eminencia media y la barrera hematoenceféalica (Hetual., 2005., Alkemade et al., 2011)
y evidencié su papel en el transporte de las hoasmtiroideas ya que mutaciones en el gen
gue codifica esta proteina tiene efectos clinicoshemanos asociados a la falta de
hormonas tiroideas caracterizados por un retardocomp®tor severo y conocido como
sindrome Allan-Herndon-Dudley (Schwartz et al., 20&n el ratdn, la deficiencia del gen
de MCT8 no muestra efectos neuroldgicos evidepts, el ratbn con una doble mutacion
(mutacion en el gen de MCT8 y de OATP1C1) mueatrarmalidades locomotoras,
sugiriendo que en humanos, el transporte de horsnimoédeas al cerebro se lleva a cabo
principalmente por MCT8, mientras que en el raténlleva a cabo por MCT8 y por
OATP1C1 (Mayerl et al., 2014).

Adicionalmente existen unas enzimas llamadas dasazdque se encargan de metabolizar
a las hormonas tiroideas; la desiodasa 1 (D1) yddaiodasa 2 (D2) catalizan la
monodeiodinacion del lodo 5 externo, convirtienad# en T3. Por otro lado, la desiodasa
3 (D3) se encarga de la monodeiodinacion del Ioddesno generando T3 reversa (T3r),
un producto con baja actividad biolégica. En alguoasos se puede generar diiodotironina
(3,5-T2) que se creia era un metabolito sin adcivibioldgica aunque recientemente ha
demostrado tener diversos efectos biologicos (@rezal., 2014). Las desiodasas tienen
un patron de regulacion que depende de la ontogggliaorganismo y se expresan
diferencialmente en los tejidos (Bates et al., J9%almente, las hormonas tiroideas
llevan a cabo sus efectos mediante su unién ataespde hormonas tiroideas (TRs, por
sus siglas en inglés), codificados por dos distirdenes y que por splicing alternativo

generan 4 receptores funcionales denominadaegl TRRo2, TR31 y TRB2 (Cheng et al.,
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2010). Si bien existen varias subunidades, esll3Rp2 la encargada de participar en la
regulacién negativa del eje tiroideo mediante khition de la expresion del gen de TRH
en el NPV y de la expresion de las subunidadescqdgican para el heterodimero de la
TSH (subunidad: y subunida@) (Lechan y Fekete., 2014).

Finalmente, el eje tiroideo esta sujeto a un meoamide retroalimentacién negativa, es
decir, cuando las hormonas tiroideas se encuebts en la circulacion, la sintesis de
TRH y TSH aumentan en el NPV y la pituitaria amerrespectivamente, para mantener
hormonas tiroideas circulantes constantes, por ogltrario, si las hormonas en la
circulacion se encuentran elevadas, estas sonasmpacinhibir directamente la sintesis de
TRH y TSH (Lechan y Fekete., 2014). En una condigénica de hormonas tiroideas
circulantes elevadas, se considera que el sujeidgeertiroideo, y las manifestaciones son
un aumento en la pérdida de peso, un aumento d& gaergético basal, aumento de la
lipdlis y aumento de la gluconeogénesis. Por eltrado, bajas concentraciones de
hormonas tiroideas (hipotiroidismo) estan asociadaa aumento en la ganancia de peso,
disminucion del gasto energético basal, aumentdasnconcentraciones de colesterol,
disminucion de la lipolisis y de la gluconeogénddsillur et al., 2014). Algunos de los
efectos mas conocidos de altas concentracioneimieohas tiroideas en la circulacion
(hipertiroidismo) son un aumento en la pérdida egopun aumento del gasto energético
basal, aumento de la lipdlis y aumento de la glaogenesis, mientras que por el contrario,
bajas concentraciones de hormonas tiroideas (hyptismo) estan asociadas a un aumento
en la ganancia de peso, disminucion del gasto eétiengbasal, aumento en las
concentraciones de colesterol, disminucion depalifis y de la gluconeogénesis (Mullur
et al., 2014). Algunos de los efectos de las hoamdiroideas se deben a que activan del
sistema nervioso autbnomo; por ejemplo, el aumdattos niveles de glucosa en sangre
debidos a la gluconeogénesis se deben a que lm®has tiroideas activan a neuronas pre-
autonémicas del NPV, que a su vez interactla cosistéma autonomo afectando el
funcionamiento del higado, sitio donde se llevalzoda gluconeogénesis (Klieverick et al.,
2009). En conclusién, el eje hipitalamo-pituitatiiides es activado centralmente por la
TRH que a su vez induce la sintesis y liberac®@8H en la pituitaria, la TSH a su vez

se une a su receptor localizado en la tiroidesi@@). Esto induce la sintesis y liberacion
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de hormonas tiroideas que seran transportadasamstdrmadas para finalmente unirse a
sus receptores nucleares y de esta manera reguilitivg@- 0 negarivamente la sintesis de

proteinasie novo
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Figura 3.- El eje hipotalamico-adenohipofisiarimiileo. A.- El TRH es sintetizado en el nicleo
paraventricular del hipotalamo. Ante un estimukiofbgico, las terminales nerviosas de estas
neuronas ubicadas en la eminencia media liberpémido hacia el sistema portal, lo que permite
que sea transportado a la adenohipdfisis dondecéntiuliberacion de tirotropina. La tirotropina
secretada llega a la tiroides y estimula la libérade T3 y T4. NPV: Nucleo paraventricular; EM:
eminencia media. Tomado y modificado de Squirelet2803.B.- La hormona liberadora de
tirotropina. EI TRH es un tripéptido de secuencieogiutamil-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 alguspectos del eje tiroideo durante el
ayuno (que se describira mas adelante), cabe nmamgjeneralidades del eje adrenal y su
respuesta ante el ayuno. La corticosterona es wn@oma de naturaleza esteroidea
sintetizada y liberada por la glandula adrenal ty muiltiples blancos tanto a nivel central,

como periférico. Esta hormona se libera en respuasta activacion del eje adrenal,
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mediante incremento en la sintesis y liberaciétadermona liberadora de corticotropina
(CRH) en el NPV del hipotalamo que a su vez estmlal liberacion de hormona
adrenocorticotropa (ACTH) en la pituitaria anteryogque finalmente estimula la sintesis y
liberacion de corticosterona en la glandula adreBalel ayuno esta hormona incrementa
su concentracion plasmatica y promueve la utiltsadgle aminoacidos como fuente de
glucosa (Tischler et al.,, 1998). El aumento de éstanona se explica en parte por la
activacion del eje adrenal, puesto que el ayunmpeve un aumento en el RNAm de CRH
en el NPV y del RNAm del marcador de respuestaamalirc-Fos (Timofeeva y Richard.,
1997). Otros mecanismos, como el decremento de etabwlismo en el higado en

respuesta al ayuno parecen explicar este increnféfdodward et al., 1991).

3.- Antecedentes particulares

3.1.- El eje tiroideo durante el ayuno

Uno de los eventos fisiologicos que regulan eltieggdeo mas estudiados es la completa
deprivacion de alimento 6 ayuno (se le puede eremonbmo “fasting” 6 “starvation” en
ingles) y en menor grado, la restriccion de alimgque consiste en disminuir la cantidad
de alimento que un animal consume habitualmente)h& demostrado que el ayuno
disminuye la funcion del eje tiroideo, provocandmbios en cada uno de los 6rganos que
participan en este eje (Sainsbury et al., 201Imacpuede evidenciarse en la baja de los
niveles del RNAmM de TRH en el nucleo paraventricuda la concentracion sérica de TSH,
y de hormonas tiroideas circulantes, lo que se ritargretado como una respuesta
adaptativa para reducir el metabolismo y el gastergético en condiciones de baja
disponibilidad de energia (Blake et al., 1991, Béget al., 1997). Los primeros estudios
en humanos realizados alrededor de 1970 mostrai@bajada de los niveles séricos de las
hormonas T4 y T3 en personas con anorexia o etostganos sometidos a 5 dias de ayuno
(Hurd et al., 1977, Harris et al., 1978, Komakakt 1986). La disminucion de hormonas
tiroideas en la circulacion ante el ayuno se eaplicademas de la inhibicion del eje
tiroideo, a un aumento en su metabolismo y degr@dggor sulfatacion (Vella et al.,
2014), aumento en la expresion de la D3 del higadenzima de que inactiva a la T3, asi

como un aumento en el contenido de hormonas taeida los tejidos (Galton et al., 2014).
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En cuanto a la concentracion de TSH en la sandgan@s investigadores encontraron
cambios pero otros no (Carson et al., 1977, Poréhay)., 1974), probablemente debido a
los diferentes protocolos utilizados en las ingsstiones, pero también posiblemente al
hecho de que la bioactividad de la TSH pueda campa modificaciones de su
glicosilacion sin que sea detectable por un radiaimensayo (Weintraub et al., 1989).
Estudios posteriores en ratas y ratones mostrasuitados similares, aunque los efectos
en roedores fueron mas profundos. En esta espedela se analizé el efecto del ayuno
sobre las hormonas circulantes, en donde las ctracemes de tirotropina, T3 y T4
mostraron claras disminuciones en la circulaciorperodos de 48 a 64 horas de ayuno,
sino que también se analizo la expresion del RNAsajero de la tirotropina y los niveles
del RNA mensajero de TRH en el NPV en los mismasg@es de ayuno, encontrando que
estos estaban también disminuidos (Blake et 8B11 Shi et al., 1993, Légradi et al.,
1997). Hoy se sabe ademas que la realimentaciderteestos cambios. Por ejemplo, tras
un ayuno Yy la posterior realimentacion, se restéuxpresion del RNAm de TRH en el
NPV, la expresion de la TSH en la pituitaria y lBnecentracion de tirotropina en la

circulacion (Boelen et al., 2006, Sanchez et 808).

Por otro lado, en modelos de restriccion alimeata@ observan respuestas del eje tiroideo
cuyo sentido es similar, tanto a nivel del RNA nzge de TRH en el NPV, como a nivel
de las hormonas periféricas del eje (Jaimes-Hay.,2007). Por lo tanto, se infiere que en
respuesta al ayuno 6 a la restriccion, la dismowale la actividad de las neuronas
TRHérgicas contribuye a la caida de los otros noanes del eje. Sin embargo, efectos al
nivel de otros 6rganos como la pituitaria o laities pudieran también contribuir al ajuste
del eje. Estos datos llevaron rapidamente a losstigadores a intentar dilucidar los

mecanismos que llevan al ajuste a la baja del eje.

3.2.- Mecanismos de control del eje tiroideo eayeino

Las neuronas del nlcleo arcuato proyectan a zaidspbtalamo que controlan la ingesta
de alimentos como el hipotdlamo lateral, el higoté@d dorsomedial y hacia los somas de
neuronas del nucleo paraventricular del hipotaléNm®V) (Bouret et al., 2004), donde se

sintetiza la hormona liberadora de tirotropina (Ritle controla la activacién del eje
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tiroideo (Lechan y Fekete 2014., Sainsbury et28l13). Por lo tanto, el nucleo arcuato es
una region que controla la actividad del eje tieoidle acuerdo al balance de energia. La
administracion central de glucosa o insulina dwafhtayuno, no revierten la bajada de la
expresion del RNAmM de TRH, mientras que la admiztsdbn de leptina, si revierte esta
bajada regresando el RNAm de la TRH a valoresrabrindicando que parte de los
cambios ocurridos en el ayuno con el eje tiroidealsben a la bajada leptina circulante
(Fekete et al., 2006). Lesiones en el nlcleo ancalaaten la caida del mMRNA de TRH en el
NPV en el ayuno (Legradi et al., 1998), sugirieetipapel de las melanocortinas en esta
regulacion. Consistente con esto, CARd-MSH ha mostrado tener proyecciones hacia el
PVN vy tienen un efecto positivo sobre el mMRNA d&RH del NPV cuando se administra
centralmente y durante el ayuno, cuando ambos sgulados negativamente, la
administracion central de CARTayMSH revierte la caida del mRNA de la TRH (Fekete
et al., 2000a., Fekete et al., 2000b). Por el eowotir se ha demostrado que el Agrp vy el
NPY inhiben la sintesis del RNAm de la TRH en eNP&Uiando se inyectan centralmente
(Fekete et al., 2002). AgrP actia como un antagodis receptor a-MSH, y en el ayuno,
cuando AgrP aumenta, incrementa su efecto antagénolare la accidén positiva deMSH
sobre el eje tiroideo (Fekete et al., 2002). Potalto, el ndcleo arcuato, a través de las

subpoblaciones POMC/CART, AgrP/NPY regulan al e@deo en el ayuno.

3.2.1.- Papel de la leptina

En cuanto a los mecanismos que inician la inhibidél eje tiroideo durante el ayuno, la
leptina fue la primera hormona en postularse coarteple los mecanismos regulatorios ya
gue se encontré que el ayuno disminuye la activitbadarios ejes neuroendocrinos, pero la
administracion exdgena de leptina durante el peridd ayuno revierte estos efectos
(Ahima et al.,, 1996). La leptina es liberada deidte adiposo, cruza la barrera
hematoencefalica y actia sobre el nucleo arcuatoegpresa el receptor biologicamente
activo a leptina (Hakansson et al., 1998) y la aistriacion exdgena de leptina durante un
ayuno (para evitar la caida de esta hormona) teviarcaida del mRNA de TRH en el
NPV y de las concentraciones séricas de TSH (Légadl., 1997). El mecanismo de
regulacion de la leptina sobre la actividad del MR TRH es indirecto, ya que una vez

gue la leptina cae en el ayuno, las neuronas a¢tm@arcuato que expresan al NPY/AgRP
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son activadas, y en paralelo, la otra subpobladéh nucleo arcuato que expresa
CART/POMC son inhibidas, esto da como resultadangremento en la liberacion de
NPY y AgRP que tiene efecto inhibitorio sobre lasummnas de TRH en el NPV
concomitantemente con el decremento en la lib@nadeo-MSH en el PVN (Lechan y
Fekete et al., 2014)

3.2.2.- Papel de las hormonas tiroideas y desisdas la inhibicion del eje tiroideo
durante el ayuno

En el ayuno, cuando las hormonas tiroideas cirtesase encuentran disminuidas, el
mecanismo de retroalimentacién negativa para direjdeo mencionado anteriormente no
opera, por ejemplo, a una disminucién de hormoinaisi¢as, se espera un aumento en el
RNAmM de TRH y mayor TSH en la circulaciéon. Paraliegp esta paradoja, se ha postulado
gue la D2 de los tanicitos aumenta su expresiontiyidad en el hipotdlamo durante el
ayuno, dando como resultado un aumento concentrdocal de T3 promoviendo la
inhibicion del gen de TRH (Diano et al., 1998).fnchas regiones, incluyendo el cerebro,
el rol primario de la D2 es proveer la concentmaclécal de T3 adecuada, si la
disponibilidad de T3 y T4 declinan en la circulacganguinea y permitiendo a los tejidos
blanco llevar a cabo funciones dependientes de ¢drmamtiroideas(Lechan y Fekete 2014).
No obstanterecientemente se ha redebatido el papel de la Dbgldganicitos en la
regulacion del eje tiroideo durante el ayuno (laach Fekete., 2014). Un reciente reporte
ademas no encuentra cambios en la actividad deubhi el ayuno (Galton et al., 2014).
Por lo tanto, el papel de la D2 y las concentrasotle T3 locales debe ser reevaluado y

comprobado.

3.2.3.- Papel de la corticosterona

La corticosterona, un producto de la activacion e adrenal ha mostrado regular
diferentes elementos del eje tiroideo a varios lesiePor ejemplo, la adrenalectomia
aumenta la expresion del mMRNA de TRH en el nucla@yentricular, mientras que la
administracion exdgena de corticosterona o dexawetainhibe la sintesis (Kakucska et
al., 1995). Por otro lado, se ha demostrado quert&costerona inhibe la secrecion de TSH

en respuesta a la administracion de TRH exdgenabéBit et al., 1989). Por tanto, la
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corticosterona inhibe al eje tiroideo a nivel déP\Ny a nivel de la pituitaria anterior.

Finalmente la corticosterona tiene un efecto pevmien cuanto al aumento de la actividad
de la D2 en el hipotdlamo, ya que la remocion dgldadula adrenal en conjunto con la
prevencion de la caida de leptina durante el ayusuienen el aumento de la D2 en el
hipotdlamo mediobasal, mientras la simple adret@igi@ o la simple administracion de
leptina no generan durante el ayuno, no generanashbio. Por tanto, se requiere el
aumento de la corticosterona y la caida de legiinemanera concomitante para permitir el

cambio en la actividad de la D2 (Coppola et al05)0

3.3.- Efecto del ayuno en ratas hembra

Todos los experimentos descritos en relacion adsguestas de los componentes del eje
tiroideo al ayuno, han sido practicados principalteeen modelos experimentales (por
ejemplo, rata, raton y humano) del genero machm.obistante hay algunos estudios
puntuales que han estudiado el impacto del ayubhceda actividad del eje tiroideo en
machos y en hembras, utilizando como modelo la tetmpleprivacion de alimento
(ayuno) y la restriccion alimentaria. En un expenno realizado en ratas hembra de dos
meses de edad de la cepa Wistar substrain (R-Asastgr se mostré que, el efecto del
ayuno, al igual que en los machos, disminuye laesipn del MRNA de la TRH, la bajada
en la expresion de la subunidg'SH, asi como de T4 y T3 libre y total, asi conmo u
aumento en la concentracion sérica de corticosderpero la TSH sérica no cambid
(Haasteren et al., 1996). En otro experimentojzadd con ratas hembra adultas de la cepa
Sprague-Dawley, fueron sometidas a 2 y 6 dias dacay se compararon respecto a un
control que recibié agua y alimento ad libitum. Be@ observaron cambios en la TSH
circulante y aunque se observa una disminucién eongéenido de TSH por pituitaria, esto
se atribuye a una pérdida de peso de esta glagdalaa de 10.8 + 0.5 a 8.3 = 0.3 mg por
pituitaria (Connors et al., 1985). En cuanto adapuesta de T3 y T4, no se observan
cambios en el plasma a las 48 horas, solo se emnanefectos si se someten a 166 horas
de ayuno, sugiriendo que la respuesta del ejedéiooal ayuno es mas tardia en hembras
gue en machos. En otra investigacion independiéntdjas de ayuno resulté en una

disminucion de TSH y T4 en machos, pero las hemiwamostraron cambios importantes
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en estos parametros (Cohen et al.,, 1989). Porlatim, van Hassteren y colaboradores
compararon el efecto de la restriccion de alim@oto21 dias (dando a los animales solo un
tercio de alimento de lo que consumen habitualmeetgre machos y hembras.

Encontraron que en ambos géneros, hay un increrdentorticosterona, decremento de la
TSH circulante, de T4 y T3 libre, sin embargo &lA de la TRH del hipotalamo no

cambia (van Hassteren et al., 1996). En conclugbmayuno parece impactar en menor
medida el eje tiroideo en las hembras, mientrasl@juestriccion alimentaria, afecta al eje

tiroideo en ambos géneros.

3.4.- Degradacion de la TRH

3.4.1.- Degradacion de la TRH por enzimas citos8li

La inactivacion de neuropéptidos se lleva a cahiacipalmente por ectopeptidasas
(enzimas con su sitio catalitico dirigido haciaespacio extracelular). Varias evidencias
sugieren que la degradacion enzimatica es unosdmézanismo responsable de regular la
sefial del TRH. Estudios iniciales mostraron queathzsmas citosolicas pueden degradar al
TRH in vitro: la prolil endopeptidasa (PE; EC 3425) y la piroglutamil aminopeptidasa |
(PPI; EC3.4.11.8) (O'Leary y O'Connor, 1995). Lad3HIina enzima de tipo serin proteasa
que tiene un peso molecular de 70 kDa. Esta enhidh@liza un amplio espectro de
sustratos por el carboxilo terminal de la prolimaeikcepcion del enlace Pro-Pro). Sus
sustratos incluyen un gran nimero de neuropéptales como: la angiotensina | y Il, la
sustancia P, la neurotensina, a la hormona libeaadi® gonadotropinas (GnRH) y el TRH
(Walter, 1976). Por su parte, la PPl es una enmnmaomeérica de peso molecular variable
(de 22 a 60 kilodaltones, dependiendo de la fuepten pH optimo entre 6.5 y 8.5
(Cummins y O"Connor, 1998). La PPI ha sido purdaa partir de la fraccion soluble de
distintos tejidos de mamifero, incluyendo el ceved® bovino, de rata, de raton y de cuyo,
la adenohipofisis de bovino y de rata, el higadoala, la corteza cerebral humana y el
rinion humano (Cummins y O"Connor, 1998). Ya queéPRl es una thiol proteasa, su
actividad puede ser inhibida por agentes blogusattegrupos sulfidrilo, tales como N-
etilmaleimida, PBC y 2-iodoacetamida (Cummins y @i@or, 1998). La PPI hidroliza un
amplio espectro de sustratos con residuo pGlu eexgkmo amino terminal de los
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péptidos. Estos sustratos incluyen al TRH, GnRHa aeurotensina y otros sustratos
sintéticos (Cummins y O’Connor, 1998). La inhibiciGelectiva con inhibidores
especificos, tanto de la PE como de la PPI, no izaehlzontenido ni la liberacion de TRH
in vitro e in vivo en cerebros de roedores (Charli et al., 1987; Meret al., 1990). La
localizacién citosélica de estas enzimas, su angdfectro de sustratos, su distribucion y
el hecho de que ambas enzimas no actian en eliegpdacelular, sugieren que estas
enzimas (PE y PPI) juegan un papel en el catabolggrpéptidos intracelulares, mas que

funcionar como enzimas reguladoras de la activilBdd RH u otros neuropéptidos.

3.4.2.- Degradacion de la TRH por la piroglutaneippdasa Il

Desde hace tiempo se ha reconocido a la enzimglyiamil peptidasa Il (PPII) como una
enzima capaz de hidrolizar el enlace pGlu-His deni@écula de TRH en el espacio
extracelular. Previo a la obtencion de la secuepiaaria de la PPII, ya se suponia que la
actividad de PPII dependia de algun metal, ya gwetividad se inhibe cuando se agregan
guelantes de metal (Bauer et al., 1981). La se@eoteica de esta enzima solo ha
podido ser deducida a partir de la secuencia dgrieatos de la proteina y su posterior
clonacion a DNAc, pero concuerda con el supuestoqde es una ectopeptidasa
dependiente de zinc. La PPIl muestra ademéas umdotyip que la sitla estratégicamente
para reconocer al TRH e hidrolizarlo en el espagivacelular, por ejemplo, en las sinapsis
del cerebro donde el TRH ha mostrado multiplestese¢armacologicos (Gary et al.,
2003). La PPIl corresponde a una proteina integelmembrana tipo Il de 1025
aminoacidos en la rata. Asi mismo, se ha propuastguiente topografia: una region N-
terminal intracelular; una regién transmembranaljma gran region extracelular con la
secuencia consenso His-Glu-X-X-His y un segundo §€dparado por 18 aminoacidos
caracteristicos de las zinc metalopeptidasas. HElirdo extracelular incluye, ademas del
dominio catalitico, un dominio C terminal, y 12isst posibles de N-glicosilacion
(Schauder et al., 1994) (figura 3). Cabe mencians ademas del cerebro, la PPII se
encuentra expresada en mucha menor concentracitggemes como la adenohipofisis y
el higado (Vargas et al. 1987).
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Figura 4.- Topografia de la PPIl deducida a pdairDNAc del gen de la PPII. S: Sitio posible de
sulfatacién. Tomado y modificado de Schauder ¢fil8b4.

3.4.3.- Degradacion de la TRH por una enzima ptesamsuero

El higado genera una isoforma soluble de la P&thdlda tiroliberinasa que es secretada a
la circulacién general (Schmitmeier et al., 200R)evio a este conocimiento, Bauer y
Nowak identificaron y purificaron a partir de sueate rata, una enzima que hidroliza la
unién peptidica entre el pGlu-His del TRH (BaueNgwak, 1979). Se encontré que la
enzima es diferente de la enzima citosolica PPk pag caracteristicas bioquimicas son
muy distintas. La enzima de suero no es inhibida ggentes bloqueantes de grupos
sulfidrilo, pero es inhibida por quelantes de mefel que sugiere que es una
metaloproteasa), su actividad es Optima a pH ngurdemas tiene un peso molecular de
260 kDa, un peso mucho mayor que el de la PPIdiEstllevados a cabo para determinar
su especificidad mostraron que esta enzima enaatii@ especifica para el TRH y péptidos
sintéticos semejantes al TRH (Bauer y Nowak, 19y®)jue otros péptidos que contienen
el pGlu en el extremo amino terminal tales comodarotensina o el LHRH no son sustrato
de esta enzima. A consecuencia de tal selectividzsta enzima fue Ilamada
“Tiroliberinasa” (el TRH también era conocido comoliberina). Se ha comprobado que
en el suero, el TRH es degradado principalmentdgdtroliberinasa (Frideman y Wilk,
1985), por lo que se ha sugerido queivo, la tiroliberinasa inactiva al TRH en el sistema
portal, en donde el TRH entra en contacto conrgrea(Charli et al., 2006).
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2.4.4.- Degradacion de la TRH por la PPIl de adgridisis

Aunque se puede encontrar actividad de PPII gitddaria anterior (Vargas et al., 1987),
existen evidencias de que esta enzima se expresaul@moblaciones celulares no
relacionadas con la secrecion de TSH. Mediantar@jecimiento de las subpoblaciones
celulares de esta region, se encontraron evidedeigsie esta enzima esta presente solo en
lactétropos (células de la pituitaria anterior gu@etizan y liberan prolactina) pero no en
tirétropos (células de la pituitaria anterior quetetizan y liberan TSH) (Bauer et al.,
1990). Aunado a esto, mediante el uso de hibridaricsitu (ISH) para el RNAmM de la
PPIl y el empleo de inmunohistoquimica para lasriomas prolactina y tirotropina, se
encontré que ningun tirétropo expresa el ARNm deR#él y que unicamente el 10 % de los
lactotropos expresa el ARNm de la enzima (CruZ.e2@09). Ademas, la inhibicion de la
PPII en cultivos primarios de adenohipdfisis poigret efecto de TRH sobre la liberacion
de prolactina, pero la inhibicion no afecta la ldmon de TSH. Esto sugiere que la enzima
PPII de esta regién no participa en el controlaladcion de TRH sobre la secrecion de
TSH (Cruz et al.,, 2009). No obstante, esta reg®naemas estudiada en cuanto a los
mecanismos que regulas su expresion y actividada Bntogenia de la rata, la expresiéon
de la PPIl de adenohipdfisis coincide con la maddrade la eminencia media, la
aparicion de los lacttropos asi como la detecd@®hormonas tiroideas y la prolactina en
suero (Vargas et al., 1992). En el ciclo circadidedas ratas, se demostré que la actividad
y el ARNm de la PPII fluctian durante el dia, y @lgunas de estas fluctuaciones se deben
a las variaciones en la actividad secretoria dentagonas TRHérgicas (Vargas et al.,
1994). Durante el ciclo estral, la actividad deaestzima es variable, posiblemente por las
fluctuaciones en los niveles de estrogenos duraste ciclo (Uribe et al.,, 1991).
Consistente con este hecho, la administracion eeogk 1B-estradiol disminuye la
actividad especifica y el ARNm de la PPIl de adguafisis in vitro e in vivo (Bauer,
1988). De manera opuesta, las hormonas tiroideseratan la actividad especifica y el
ARNm de la PPIl de adenohipdfisia vivo (Bauer., 1987., Bauer, 1988). Mediante el
empleo de cultivos primarios de adenohipofisis senabktro que los efectos de las
hormonas tiroideas ocurren directamente sobre zamenPPIl ubicada en esta glandula
(Bauer et al., 1990). Algunos factores hipotalamiague controlan la secrecion de

prolactina como la somatostatina, la dopamina R regulan la actividad de la PR
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vitro. Por ejemplo, la dopamina (que inhibe la sintgdiberacion de prolactina) aumenta
la actividad de la PPII (Vargas et al., 1998). HHI por si mismo, asi como el [3-Me-
His(2)]-TRH (un potente agonista del receptor dBH]), disminuyen la actividad de la
PPIl de adenohipdfisis y los niveles del ARNm destaima tanto in vitro como in vivo
(Vargas et al., 1994; Vargas et al.,, 2002). Estat®d sugieren que multiples factores
hipotalamicos que regulan la secrecién de proladtimbién ejercen efectos regulatorios
sobre la actividad de la PPII.

3.5.- Papel de la PPII de los tanicitos en elrobidel eje tiroideo

Los tanicitos de la eminencia media estas estaquamidas con elementos regulatorios del
eje tiroideo, como transportadores de hormonasléas, receptores de hormonas tiroideas,
y la desiodasa tipo D2 (Rodriguez et al., 2005¢fal., 1995). En particular, los somas de
los tanicitosp2 se encuentran en la base del tercer ventricuteenen extensiones
citoplasméticas que cruzan la eminencia media wetieintimo contacto con las
terminaciones nerviosas que liberan algunas newumaias cuyo blanco es la
adenohipdfisis. En cuanto a la expresion de la BRIla eminencia media, estudios de
hibridacionin situ mostraron la presencia del RNAm de la PPIl soarpdred del tercer
ventriculo, en la regién del hipotdlamo mediobdstduer et al., 1998). Mediante doble
marcaje, utilizando hibridaciém situ contra el RNAm de la PPIl e inmunocitoquimica
contra la proteina vimentina, se demostro que la $&Pexpresa en los tanicitos, hallazgo
novedoso ya que hasta entonces se pensaba que cemebio, la PPIl se expresaba
solamente en neuronas (Sanchez et al., 2009). Datpsiblicados indican que este RNA
se traduce a una proteina detectable en las pardddsres del tercer ventriculo (Figura
5). Ademas, la proteina genera una actividad enman&ignificativa en la eminencia
media, donde la actividad especifica es mucho mguer en los nucleos cercanos y la
incubacion de rebanadas hipotalamicas en presdaai@ inhibidor contra la PPII permite

una mayor recuperacion de TRH en el medio (Sanehaiz, 2009).
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Figura 5..lnmunohistoquimica dirigida a la enzima PPII enetainencia media de la re Se
muestra una inmunohistoquimit utilizando un anticuerpo arfiPll y revelada co
diaminobenzidinague muestra sefial positiv(sefial café) eda zona donde se encuentran
tanicitospl y B2 de la eminencia media de la r

En el estudio d&anchez et al., 20 se demostrd quia inhibicion de la actividad de
enzima incrementa la concentracion sérica de T8&hdo los animales es sometidos a
un estrés por frio. Se sabe que el frio activanksronas del ndcleo paraventricular
expresan TRH activando el eje tiroideUribe et al., 1993)Este hallaz¢ demostré que la
PPII de los tanicitopuedecontrolar la cantidad de TRH que llega adeenohipofisi, y por
lo tanto la screcion de tirotropina (Sanct et al., 2009) (figura 6)En esta zor, se ha
observado quéa actividad de la enzima en los tanicitos es rdplpositivamente pt

hormonas tiroideasn la rat (Sanchez et al., 2009).

29



Tanicito g2 Ay
' y Ax6n terminal
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® TRH (pGlu-His-ProNH 2)
pGlu + His-ProNH2

X PPII

€ Hormona tiroidea

Figura 6.- Mecanismo propuesto para el papel dePk que se expresa en los tanicif@sde la

eminencia media. Una vez liberada de sus termiradénicas, la TRH es degradada (generando
pGlu+His-ProNH2) por la PPII de los tanicitos epaso periportal en respuesta a altos niveles de
hormonas tiroideas, reduciendo la cantidad de TREl €s transportada en el sistema portal y

consecuentemente, la liberacion de TSH. Tomadodifioado de Sanchez et al., 2009)

El hipertiroidismo induce una rapida bajada de EHa circulacion, bajo este paradigma,
Marsily y colaboradores reportaron en el ratonlguedministracion de T4 y T3 inducen un
aumento en la expresion del RNAm de PPII en logitas, y que este aumento es previo a
la caida del RNAmM de TRH inducido por la adminisitta de hormonas tiroideas. Por lo
tanto, el aumento de la expresion de PPII en lositas es un evento que ocurre previo a
la caida del RNAm de la TRH, contribuyendo a larddgcion de TRH y promoviendo la
rapida disminucion de TSH que se observa en ettiripeismo (Marsily et al., 2011). Este

30



aumento de la expresion de PPIl en tanicitos porn®4ocurre en el ratén al que
genéticamente se le ha abatido a la D2, pero sidouse le administra T3, sugiriendo que
la conversion de T4 a T3 por la D2 es necesaria lparegulacion de esta enzima (Marsily
et al., 2011). Estos datos sugieren que el codadd actividad de la PPII en la eminencia
media es uno de los blancos de la retroalimentacé&ativa por hormonas tiroideas. El
ejercicio como modelo experimental en roedoregnbatrado modificar varios elementos
del eje tiroideo (Fortunato et al., 2008., Uribeakt 2014). En particular, en el ejercicio
voluntario (donde se deja a los roedores con umaarupara correr y ellos suben
voluntariamente) se ha encontrado que el RNAm deFRH no cambian, a pesar de los
aumentos del RNAm y de la actividad de D2 (y pbiaente de T3 local) en la
eminencia media, sugiriendo que, en esta condi@bn,aumento de T3 local no es
suficiente para inducir el aumento de la expresiéh RNAm de PPII dependiente de
hormonas tiroideas.

4.- Planteamiento del problema

Varios de los elementos del eje tiroideo han sig@izados durante el ayuno, pero hasta
ahora no se ha estudiado cual es el efecto deesthicion sobre la PPIl de la eminencia
media. Este trabajo se enfoca en el analisis d=paesion y actividad de una enzima
llamada piroglutamil peptidasa Il (PPIl), la ectmina que inactiva a la hormona
liberadora de tirotropina, cuya sintesis y libabacpor parte de neuronas del hipotalamo
permiten la activacion del eje tiroideo. Se ha pegpo que la actividad de la PPII en la
eminencia media, el sitio donde se liberan las atearmonas hipotalamicas, controla la
cantidad de TRH que puede llegar a la pituitarigrégor 6 adenohipofisis (Sanchez et al.,
2009) (figura 6). Proponemos que, en conjunto csasomecanismos que afectan las
neuronas TRHérgicas del NPV del hipotdlamo (Feketeechan 2007), la expresion y
actividad de esta enzima aumenta en el ayuno diyanto asi la cantidad de TRH que
puede alcanzar la adenohipofisis. El objetivo de gabajo es analizar el efecto del ayuno
sobre la expresion y actividad de la PPII tresrdifees compartimientos relacionados con
el eje tiroideo, dilucidar las moléculas extracalas responsables y analizar si la actividad

de la enzima repercute en el estatus del eje ¢ioogth el ayuno.
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5.- Hipotesis

Varios mecanismos aseguran que la inactivaciomejddiroideo se lleve a cabo durante un
déficit energético. De acuerdo a los resultadobknpireares, proponemos que podria existir

adicionalmente a los cambios conocidos, un ajustia €oncentracion de la actividad de

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

ayuno. Este ajuste pudiera deberse a un incrensarieoconcentracion local de T3, y/o a la
caida de la leptina circulante y/o al aumento déamsterona en el suero. Postulamos que
la inhibicion de la expresion de la PPIl de loddi#os durante el ayuno deberia atenuar la
caida de la actividad del eje tiroideo.

6.- Objetivos

Objetivo principal

Definir el papel que desempefia la PPII de tani@tos| estatus del eje tiroideo durante un
ayuno.

Particulares

1) Estudiar el efecto del ayuno sobre la expregiactividad de la PPII en los tanicitos.

2) Determinar si alguno de los reguladores extuwd@eds conocidos del eje esta
involucrado en la regulacién de la expresion watdid de PPII de tanicitos en el ayuno.

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

reduce la inhibicion del eje tiroideo a nivel périto.

4) Determinar el efecto del ayuno sobre la activida PPII en ratas adultas hembra
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7.- Manuscrito requisito
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ORIGINAL RESEARCH

Fasting Enhances Pyroglutamyl Peptidase Il Activity
in Tanycytes of the Mediobasal Hypothalamus of
Male Adult Rats

lvan Lazcano, Agustina Cabral, Rosa Maria Uribe, Lorraine Jaimes-Hoy, Mario Perello,
Patricia Joseph-Bravo, Edith Sanchez-laramillo, and Jean-Louis Charli

Departamento de Genética del Desarrallo y Fisiologia Molecular (1L, RM.U, L1-H,, PJ-B, J-L.C),
Instituto de Biotecnelogla, Universidad Nacional Auténoma da México, Cuernavaca, Morelos 62210,
México; Laboratory of Neurophysiology (A.C., M_P.), Multidisciplinary Institute of Cell Biology (Argentine
Research Council and Scientific Research Commission, Province of Buenos Aires), La Plata, Buenos Aires
1900, Argentina; and Direccion de Investigaciones en Neurociencias (E.S-1), Instituto Nacional de
Peiquiatria Raman de la Fuente Mufiz, México D_F. 14370, México

Fastingdown-regulates the hypothalamus-pituitary-thyroid (HPT) axis activity through areduction
of TRH synthesis in neurons of the parvocellular paraventricular nucleus of the hypothalamus
(PVN). These TRH neurons project to the median eminence (ME), where TRH terminals are close to
the cytoplasmic extensions of B2 tanycytes. Tanycytes express pyroglutamyl peptidase Il (PPl), the
TRH-degrading ectoenzyme that controls the amount of TRH that reaches the anterior pituitary.
We tested the hypothesis that regulation of ME PPII activity is another mechanism by which fasting
affects the activity of the HPT axis. Semiquantitative in situ hybridization histochemistry data
indicated that PPl and deiodinase 2 mRNA levels increased in tanycytes after 48 houwrs of fasting.
Thisincreasewas transitory, followed by an increase of PRIl activityin the ME, and a partial reversion
of the reduction in PVN pro-TRH mRNA levels and the number of TRH neurons detected by im-
munochistochemistry. In fed animals, adrenalectorny and corticosterone treatment did not change
ME PPII activity 72 hours later. Methimazole-induced hypothyroidism produced a profound drop
in tanycytes PPIl mRNA levels, which was reverted by 3 days of treatment with T,. The activity of
thyroliberinase, the serum isoform of PPII, was increased at most fasting time points studied. We
conclude that delayed increases in both the ME PPIl aswell asthe thyroliberinase activities in fasted
male rats may facilitate the maintenance of the deep down-regulation of the HPT axis function,
despite a partial reactivation of TRH expression in the PVN.{(Endoainology 156: 0000-0000, 2015)

he brain of vertebrates detects adverse environmental
Tu:hanges, as food deficit. Homeostatic responses to
food restriction or fasting lead to adjustments in the ac-
tivity of the neuroendocrine axes, which control growth
and energy metabolism. During energy deficits, the hy-
pothalamus-pituitary-thyroid (HPT) axis is regulared
through multiple tissue-specific changes (1). In the para-
ventricular nucleus of the hypothalamus (PVN), food re-
striction or fasting decrease the expression of pro-TRH
and of protein convertases 1/3 and 2, convertases that
contribute to pro-TRH processing into mature peptide
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{2-7). The concentration of TRH in both the median
eminence (ME) and the hypothalamic portal blood, as
well as the level of B-TSH mRNA in anterior pituitary,
and the concentration of TSH in serum decrease during
fasting (2, 5, 8-10). A negative energy balance is asso-
ciated with decreased liver deiodinase 1 (D1) mRNA
levels and activity (11-13) and increased catabolism of
T, (14). These events lead to a dramatic reduction of
serum T; and T, concentrations, which contribute to
reducing energy expenditure when food reserves are low

(8, 2).

Abbreviations: D1, delodinase 1; D2, delodinase 2; HPT, hypothalamus-piiutary-thynoid:
IR, Immunoreactive; ISH, In situ hybridization: MBH, madiobasal hypathalamus: ME, me-
dian eminence; PPIL, pyroglutamyl pepiidase II; PN, parawentnicular nucleus of the hypo-
thalamus; UTP, unidine-5'-iphosphate.
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}  lazzanoetzl  Taryovte PP Activity and Fasting

Down-regu ation of both TRH biosynthesis and release
during Fasting likely contributes to the decreass of TRH
concentration in the hypothalamic portal blood, but TRH
liydrolysis in the extracellular space likely adds anothes
level of contral. TRH is hydrolyzed in vitro by pyroglu-
tamyl peptidase TT (PPTT) (FCT 3.4.19 6; TRH-degrading
ectocnzymc |, a narrow spocificity ectoenzyme { 15), PP is
found in various brain regions, including the medicbasal
hypothalamus (MBH) (16. 170, In the MBH. PPII is ex-
pressed inall tenyeyte subtypes {17}, a specialized ependy
llli:ll LE“ lj‘l.“: ll!iil. leI 3153 tlll'\.'l.‘lluﬂ'. iilld VulLlre: pdr 3 UI- ‘.llt
wall ot the thid ventricle. Althoogh @1 and e tanycvte
suhtypes send hasal processes into the darsamedial and
ventromedial nuclei, the 01 and 2 ranycyte subtypes are
localized ventrally, and the 52 tanycytes project basal pro-
cesses to the externa layer of the ME (18). Furct.onal
evidence suggests PPIl regulazes TRH concentrarion in the
ME extracellular space, before TRH reaches the cnterion
pituttary, and thus thyrotropin levels in serum (17). The
expression and acrivity of PPTTin the ME are vp-repnlated
by thyroid hormones; these changes ace faster than those
operating on TRH synthesis in the PVIN, and may con-
tribure to the negztive feadback that adjusts HPT axis
activity (17, 19).

PFIlis also expressed inthe anterior pitwrary, where its
activity 1s regulated by multiple hypothalamic and periph-
eral factors, including thyraid hormanes tharup-regnlate
it {15, 20). In this tssue, PPl is not localized to thyro-
trophs, and functional studies m cell culture ndicate that
it controls TRH effecton prolactin secretion, butnot TRH
effect on TSH secretion (21, 22). Additionally, a soluble
PPI isoform, caled thyroliberinase, Is produced by the
liver (23}, and may hydrolyze circulating TRH. Thyroli-
herinasz activiry s up-regulatec by thyroid hormones (24
15), but the impact of negative encrgy balance conditions
on the acnvity of this enzyme 1s unknown.

The currentstudy aimed to test the hypothesis that PP
expression and activity in the ME of adult male rats is
adiusted during fasting, as an additional mechanism to
regulate HPT axis activity, The sensitivity of ME PPII ex-
pression and zctivity to thyroid and adrenal status was
analyzed in fed animals. Additionally, we compared the
dynamics of ME PPL expression and actovity with pro-
TRH synthesisinthe PVN of fasted animals, and explored
the effect of fasting on the activity of PPILin the entcrior
pituitary, serum and the paretal cortex.

Materials and Methods

Animals
Adul: male Wistar rats were obtained from the animal care
facility of Institute de Biotecrologia, cxcept thar for experiment

Endocrinology

3, Wistar rars were purchased from Harlzn Laboratorizs,and for
experiment 7, we used Sprague-Dawley rats generated at the
animal care facility of the Multidisciplinary Institute of Cell Bi-
ology, Before experments, animals were acclimatized foratleast
510 days to a 12-hour light, 12-hour dark cyele (lizhts betwezn
7 amand 7 s ina mom with contralled remperatire (22+1°207)
and humidity. Rat chow (Harlan 20185X) and tap water were
proviced ad libitum.

Experimental protocols

In experiment 1, rats (400-450 g, age 120-130d:n=5in
each group! were isolated in individuzl cages foreither 48 or 72
hours and allowesd free access to food anc water (contral ani-
mals}, orisolated and deprived of food for either 48 or 72 hours
with watcr ad libitum [experimental animals). Between 9and 1
am, animals were overdosed with pentobarbital (30 mgikg ip),
blood withdrawn from aoma, and perfused transcardiaily with
20-mL 0.0IM PES 1pH 7.4 containing 15 000-U/L hepzrin sul-
fae, followed by 15C-ml 4% paraformaldehyde in PBS. The
brains were rapidly removed and postfixed by immersion in the
same fixative for 2 hours at room temperature. brain tissue was
cryo-prozected in 25% sucrose in PES at 4°C overnight, snap
frozen on drv ice, and stored at —70°C. Because data were iden-
tical in contral animals solated for cicher 48 or 72 hours, data
from both groups were puoled.

In experiment 2, rats, raised 2 per cage since weaning, were
tolated 5 days before inination of fastng. Anmals {A00-350g,
age 78 dyn = 4 in each group) were separated in 2 experimental
groups, either maintained with free access o food and water, or
deprived of food for 48 hours with water ad libizum. Between 9
and 17 ast, animrals wers averdosed with pentobarbiral, hlond
withdrawn, and brain tissue prepared as described for experi-
ment .

Tnexperunents 3and 4, e welght was 250-300g, apes 65 ur
75 days for experiments 3 cor 4, respectively; n = § in each
group. Lontrol anmals were 1solated for 2ither 56, 48, 6U, or
72 hours and allowed free access o food and water, whereas
experimental animals werz isolated and deprived of food for
either 36, 48, 60, or 72 hours wita water ac libitum. Firally,
animals were enthanized by decapitarion herwern 9 and 12
am, brain, anterior pituitary and liver removed, and tissues
frozer on dry icg; runk blood was collected for hormone and
netabolite dosage, A brain coronal slice (bregima —2.12 1o
—3.6 mm) (26) was used to dissecrthe ME with a sample corer
{.5-mm internzl diamerer; Fine Science 1ools) centered be-
tween the base of the brain as the ventral limit and the floor
of third ventricle as a dorsal limit. The same slice and sample
corer were used to obtain parletal cortex (area 1) samples from
the righr and lefr Femispheres.

In experiment 5, between 9 and 12 an rats (270 330 g, age
70 d; o = & in sham and 40%: corticosteronc/6G0% cholesterol
grouap, and o = 5 fur the adrenaleciomized aod 23% corticosie-
ronz/75 % cholesterol groups) were either sham operared or bi-
laterally adrenalectomized under ketamme 110 mg/kg and
xylazine 10 mg/kg anzsthesia and mplanted with a sc cortico-
sierone pellet (27, 28, The pellets were madz of either choles-
tercl, or 25% corticosterone/T3 % cholesterol, or 40% cortico-
sernne/60% cholesternl (pereertapes 0f wr/wtl Animals were
maintained 2 per cage with free access to food, and erther water
{sham) or 0.5 % salinczolutior {(adrenalectomized rats), Animals
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were killed 3 days later, and tissue and blood were collected as
described for cxperiments 3 and 4.

In experiment &, rats (200300 g, age 60-75 d) were sepa-
rated in 5 groups: control (intact, n = 3), vehicle (200-pL sterile
saline/0.01N NaOH per 3 d beginning on d 19; n = 1), hypo-
thyroid (0.1% methimazoele + 1% sodium perchlorate in their
drinking water per 21 d; n = 2), hypothyroid + vehicle (200 gL
per 3 d beginning on d 19; n = 3), and hypothyroid + T, (10 pg
in 200-uL vehicle per 3 d beginning on d 1%; n = 3). Rats were
perfused transcardially 6 hours atrer the last injection and brain
tissue prepared as described for experiment 1. Blood was col-
lected from the aorta before infusion. Because of the small num-
ber of animals, data from control and vehicle groups were
pooled; the same applied for hypothyroid and hypothyroid plus
vehicle groups.

In experiment 7, rats (250300 g, age 60-80 d;n = 3 ineach
group} were isolated and separated in 3 experimental groups.
Rats were either maintained with free access to food and water
or deprived of food for either 48 or 72 hours with water ad
libitum. On the morning of the experimental day, animals were
perfused with formalin as previously described {29, Brains were
removed, postfixed, immersed in 20%, sucrose.

In situ hybridization (ISH) and image analysis

Serial 18-pm coronal sections through the rostrocaudal ex-
tent of the ME were cut on a cryostat (OTF model; BRIGHT
Instruments Co Ltd), adhered to Superfrost/Plus slides (Fisher
Scientific), desiccated overnight at 42°C, and stored ar —80°C
until prepared for ISH. Every fourth section of the ME (bregma
—2.56to0 —3.14 mm) was hybridized with either a 644-bp single
stranded  [**S|-uridine-5'-triphosphate  [UTP}-labeled RNA
probe complementary to the coding region of the rat PPII gene
(nucleotides 129-773) (17, or a 800-bp single stranded [*'5]-
UTP-labeled cRNA probe complementary to the entire coding
region of the rat deiodinase 2 (D2) gene (30). Sections at PVIN
level (mid and caudal, bregma —1.56 to —2.04 mm} were hy-
bridized with a 1241-bp single stranded [**S]-UTP-labeled
¢RNA probe complementary to the rat pro-TRH (31). Hybrid-
ization was performed as previously described (17). Slides were
dipped into emulsion, and the autoradiograms developed after 4
days (pro-TRH]), 11 days (D2}, and 33 or 38 days (PPII) of ex-
posure at 4°C,

Silver grains were visualized under dark field illumination
with a x5 objective (Zeiss Axioscop microscope) and a charge
coupled device Sony video camera. Positive areas were delin-
eated, and integrated density values (density » area) were mea-
sured in each section using Mercator Explora Nova imaging
software. For each ISH trial, the sum of the integrated density
values of up to 6 slicesfanimal was calculated and taken as 1
determination.

The anatomical distribution of hybridization data indicared
that results were specific for the target mRNAs (Figure 1;see also
figure 4 below). Pro-TRH mRMNA signal was high in the PVN, in
a distribution pattern consistent with published studies (32}, In
the MBH PPIl mBRNA was detected along the medial and ventral
parts of the border of the third ventricle wall, within the ME and,
with much lower concentration in the surrounding tissue, con-
sistent with previous results (16, 17). D2 mRNA coincided with
the distribution of tanycytes and was also detected in the sub-
stance and external layer of the ME (33).

Immunocytochemistry and image analysis

Twenty-five-micrometer coronal sections were used to per-
form pro-TRH staining (29). Briefly, brain sections were incu-
bated overnight with an anti-pro-TRH antibody (1:3000), Rab-
bit anti-pro-TRH antibody was generated against C-terminal
prepro- TRH. 40555 sequence (KQSPQVEPWDKEPLEE) plus a
tyrosine added at the N-terminal end (34). Sections were treated
with a biotinylated donkey antirabbit antibody and with Vec-
rastain Flite ABC kit (Vector Laborarories). Visible signal was
developed with a 3-3'-diaminobenzidine/nickel solution. Immu-
nostaining of negative control, which did not show any antise-
rum immunolabeling, included sequential elimination of either
the primary or secondary antibody from the staining procedure.
Bright-field images were acquired with an Eclipse 501 microscope
and a D5-Ri1 digital camera. The software program Adobe Pho-
toShop 7.0 was used o combine the photomicrographs into
plates and adjust levels, contrast and brighmess in the images. To
determine the total number of pro-TRH-immunoreactive (IR)
cells in the medial PVN, cells containing distinct black/purple
precipitate were guantified in 1 out of 3 complete series of cor-
onal brain sections. For analysis, the pro-TRH-IR cells of the
PVN were subdivided into parvo- and magnocellular subregions
{35) and estimated in the parvocellular subregion of the mid-level
of the PV N ranging berween bregma — 1.60 and —1.88 mm. Data
were corrected for double counting, according to the method of
Abercrombie (36), and expressed as the number of pro-TRH-IR
cells per coronal section. Blind quantitative analysis was per-
formed independently by 2 observers.

Measurement of PPIl, and thyroliberinase activities

PPII activity was determined as described {37). Membranes
were collected by centrifugation. Protein concentration was de-
termined by the Bradford assay. PPII and thyroliberinase activ-
ities were determined using TRH-BNA as substrate in a coupled
assay with excess dipeptidvl aminopeptidase IV (EC 3.4.14.5)
and inhibitors of pyroglutamyl peptidase 1 (EC 3.4.19.3), and of
prolylendopeptidase (EC 3.4.21.26). Enzymatic assays were per-
formed at 37°C under initial velocity conditions. [n agreement
with previous data (17}, in control animals PP specific activity
was higher in the ME than in the anterior pituitary (experiment
3; control ME = 48.8 = 2 pmol BNA/min-mg protein; control
anterior pituitary = 10.9 = 0.5; control parietal cortex = 80.4 +
5.8. Differences between groups were significant {n = 1% P <
0001; ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls multiple
comparisons test). Because expression and activity drastically
diminish from the third ventricle wall to the brain parenchyma
(17), the activity of ME PPII was not standardized per mg pro-
tein, but reported by structure, to minimize variation due to
dissection.

Liver D1 activity

D1 activity was determined in liver microsomes (10 upg of
protein} with '"“I-rT; (PerkinElmer, NEX109) as a substrate
{38); the labeled hormone was purified before use by chroma-
tography on Sephadex LH 20. Released '*'1 was separated by
chromatography on Dowex S0WX2, 100-200 mesh, and quan-
rified with a y counter. Blank values (without homogenate) were
subtracted; proteins were determined with the Bradford assay.
Values were linear with time (between 5 and 15 minutes) and
protein concentration (between 3 and 10 pg of protein). Specific
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activity values, and the effect of fasting on activity, were consis-
tent with previous studies (11-13), suggesting that the assay pri-
marily detected D1.

Measurements of hormone concentrations in
serum

Serum TSH levels were analyzed by RIA using National In-
stitute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases reagents.
Serum corticosterone levels were analyzed by RIA with reagents
from Merck-Millipore, Perkin Elmer, and Sigma. In experiments
2,3,and 5, rotal serum T ; and T, concentrations were analyzed
by ELISA (Diagnésrica Internacional). In experiment 4, total T,
and T, concentrations were analyzed by RIA with RK-6CT1 and
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RK-11CT1 kits (Siemens Diagnostic Products Corp), respec-
tively. Serum leptin concentrations were measured with an
ELISA kit (Crystal Chem, Inc).

Detection limits were: TSH, 25 ng/mL; T,-RIA, 30 nmol/L;
T,-ELISA, 16 nmol/L; T,-RIA or -ELISA, 0.3 nmol/L; cortico-
sterone, 25 ng/ml; and leptin, 0.2 ng/mL.. The intra-assay pre-
cision was =5%, =10%, and =4.3%, and the inter-assay pre-
9%, =10%, and =4.5% for TSH, corticosterone,
and leptin, respectively. The intra-assay precision was <6.8%
for T,-RIA and <4.3% for T,-ELISA, <6.0% for T,-RIA and
<9.6% for T;-ELISA. The inter-assay precision was <6.0% for
T,-RIA and <4.5% for T,-ELISA, <10.6% for T,-RIA and
<10.3% for T;-ELISA. Proteins were determined with the Brad-
ford assay.

cision was
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Table 1.
of Fasting; Experiment 3

Body Weight Gain and Serum Hormone Concentrations in Normally Fed Male Animals and 36—72 Hours

Control 36h  Fasting 36 h Control 48h  Fasting 48 h Control 60 h  Fasting 60 h Control 72h  Fasting 72h
Bodyweightgain® 132=03(5) -264+09()"* 66=216) -32Z £15@)"** 7:05@) -252=176)* 88+1405) -206= 16"
T5H® 160=01 (5  1IE=DI1) 215<02(5 149=0.1() 287 =055 12 =010 331:09{5 107 =07(5""
T, {total)f 130+016(5 0.00=005d* 145=043() 125=01106 140=010(5 1.14=01505 1340118 079=0000"
T, ftoalf 108 = 9.(5) 626 =45 (5" 06716 37 =475 B9Z2=115(5 A44=250P*  779=51() 482=116(5
Corticosterone? 101 =144(5) 570 = 124 (4" 121 £209(5) 253+ B5(%) BE=A42(5 587 = NEE)T 342212148 215=75(50"
Serum protains® MM3+65(5 688=51(9 74=236) 661=390) TN7=34(550 T744=250) 727-30{5 60.7=83(5)
Post hoc Student-Newman-Keuls multiple comparisons test: *, P < .05; ***, P < .005, compared with control. Data are mean = SEM.
*Ing.
5 in ng/mlL.
€ In nmol/L.
9In pg/pl.

Statistical analysis

Results are presented as means = SEM. Statistical significance
between control and experimental groups was determined by
unpaired 1 test (experiment 2) or one- or two-way ANOVA,
followed by Student-Newman-Keuls multiple comparisons test.
When data did not pass the normality test, they were reanalyzed
after transformation to root square or logarithm base 10. Dif-
ferences were considered significantat P < .05. ANOVA data are
shown in Supplemental Table 1. Results of post hoc tests are
shown in figures, tables, or text. For experiment 1, linear cor-
relation analyses were performed with Sigma Plot software and
considered significant when P = .05.

Results

Fasting increases PPIl mRNA expression in the
MBH, PPII activity in the ME, and thyroliberinase
activity in serum

To determine whether PPII expression in tanycytes is
regulated by fasting, we subjected male rats to either 48 or
72 hours of fasting (experiment 1). Serum TSH levels
tended to be lower in fasted than in control animals (con-
trol: 2.2 = 0.9, fasting 48 h: 1.24 *+ 0.14, fasting 72 h:
0.9 £ 0.2 ng/ml;n = 5). PPI mRNA levels in the ME were
increased 2.5-fold at 48 hours of fasting. This increase was
transitory because PPIl mRNA levels were similar to con-
trol values at 72 hours of fasting (Figure 1). The increase
in PPIT mRNA levels was even more intense, but equally
reversed with time, if PPIl mRNA expression was quan-
tified in the ME together with the lateral ventricular walls
(ie, the region where both 8- and a-tanycytes are found)
(data not shown). These data suggest that PPII expression
was regulated by fasting both in «- and B-tanycytes.

Because animals were isolated concomitantly with fast-
ing initiation, the results may have been dependent on the
stress produced by isolation (39). Thus, male rats accus-
tomed to isolation for 5 days were subjected to 48 hours
of fasting in an independent experiment (experiment 2).
Body weight gain dropped in fasted animals, and serum

TSH, T, and T concentrations were lower in fasted than
in control animals (Supplemental Table 2). PPII mRNA
levels in the ME were increased 1.4-fold by 48 hours of
fasting (Supplemental Figure 1); this result suggests that
fasting regulates ME PPII mRNA levels independently of
isolation. Therefore, the next experiments were done ac-
cording to experiment 1 protocol.

Two other experiments were performed to determine
the dynamics of fasting effects on PPII activity. In exper-
iment 3, fasting decreased body weight gain as well as
serum TSH, total T, and T, concentrations, and increased
serum corticosterone levels; these effects were detected at
36 hours and/or at later time points (Table 1). In fed an-
imals, the ME PPII activity tended to decrease when the
time of isolation increased. Fasting enhanced ME PPII ac-
tivity, with a significant increase at 72 hours of fasting
(Figure 2A). Notably, parietal cortex or anterior pituitary
PPII-specific activities were not affected by fasting (Figure
2, B and D). Finally, serum thyroliberinase activity in
fasted animals was increased after 48 hours of fasting, and
at later time points (Figure 2C).

In experiment 4, fasting decreased body weight gain,
serum concentrations of leptin, TSH, and total T, as well
as liver D1 activity, whereas it increased serum cortico-
sterone concentration; these effects were detected at 36
hours of fasting and/or at later time points (Supplemental
Table 3). In fed animals, the ME PPII activity tended to
decrease, whereas the time of isolation increased. Fasting
increased ME PPII activity between 48 and 72 hours, with
significant effects at 48 and 72 hours (Supplemental Figure
2A). Fasting decreased parietal cortex PPIl-specific acriv-
ity after 72 hours of fasting (Supplemental Figure 2D). In
the anterior pituitary, PPIl-specific activity was not af-
fected by fasting (Supplemental Figure 2B). Finally, serum
thyroliberinase-specific activity was increased at 36 or
more hours of fasting (Supplemental Figure 2C).
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Figure 2. Effect of fastmg on activity of PPIl in ME, parietal cortex, anterior pituitary, and serum;
expenment 3. The graphs show activity or specific activity of PPIl in control animals and fasted
animals between 26 and 72 hours. Fasting increased PPIl activity in the ME (A). Fasting did not
change specific activity of anterior pituitary or parietal cortex PPl (B and D). Fasting enhanced
thyroliberinase activity (C). White bars, control; black bars, fasted. Values are picomoles product
per minute per tissue (A), or per milligram of protein (B and D), or per microliter of serum (C).
Data were analyzed by one-way ANOVA and post hoc Student-Newman-Keuls multiple
comparisons test. Data are mean = SEM. n=5(AandB), n =4-5{(0),n=

Effect of adrenalectomy and corticosterone
treatment on PPII activity in the ME and
thyroliberinase activity in serum

Based on the relevance of adrenal status for HPT axis
activity (40) and the differential changes in serum corti-
costerone concentration during isolation and fasting, we
evaluated the effect of adrenalectomy and corticosterone
treatment on PPII activity in ME and serum (experiment
5). In adrenalectomized animals, corticosterone levels

A Serum mrﬂcaslernng
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Figure 3. Effect of adrenalectomy (Adx) and corticosterone (Cort) replacement on ME PPII
activity and thyroliberinase activity; experiment 5. The graphs show serum corticosterone
concentrations and activity or specific activity of PPl in sham, adrenalectomized, and
adrenalectomized animals implanted with 25% or 40% corticosterone pellets at 72 hours.
Adrenalectomy decreased serum corticosterone concentration (A). Adrenalectomy and
corticosterone implants did not change ME PPIl-specific activity (B) or specific activity of
thyroliberinase (C). Values are in ng/mL (A), pmol/min (B), or pmal/mg protein (C), Data were
analyzed by one-way ANOVA and post hoc Student-Newman-Keuls multiple comparisons test.
Data are mean = SEM. n = 6, except for adrenalectomy and adrenalectomy plus 25%

corticosterone groups, n = 5. *, P < .05; **, P< .01.
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were undetectable; implantation of
pellets with 25% or 40% corticoste-
rone led to serum corticosterone val-
ues 3- or 4-fold higher than in sham
animals (Figure 3A). Adrenalectomy
decreased body weight gain and serum
protein concentration and failed to af-
fect the relative concentration of se-
rum TSH (amount/mg protein). Cor-
ticosterone treatment did not reverse
the decrease in body weight gain but
did reverse the serum protein concen-

tration change, and tended to decrease
the relative concentration of serum

TSH (mol/mg protein). The relative se-
rum concentrations of total T; and T,
were not affected by adrenalectomy
and corticosterone treatments. The
relative concentration of serum leptin
tended to decrease with adrenalecto-
my; this effect was partially reverted
with corticosterone treatment (Table 2). Adrenalectomy and
corticosterone treatments did not change ME PPl activity, or
the specific activity of thyroliberinase (Figure 3, B and C).

4-5(D). *, P<.05.

Thyroid status regulates PPIl mRNA expression in
the MBH

ISH histochemistry data indicated that ME D2 mRNA
expression is enhanced after 48 hours of fasting; however, it
returned to fed values at 72 hours of
fasting (Figure 1). The ME PPl
mRNA levels correlated positively
with ME D2 mRNA levels (Supple-
mental Figure 3B). In experiment 6, we
evaluated the sensitivity of PPII
mRNA expression in the rat ME to thy-
roid status. Methimazole-induced hy-
pothyroidism increased serum TSH
levelatday 21 after treatment; treatment
with T, for 3 consecutive days beginning
at day 19 after methimazole treatment
reverted this serum TSH increase (con-
trol: 2.14 = 0.5 ng/mL [2], methima-
zole: 18.4 = 5.2 [4]*, methimazole +
T, 3.8 = 0.3 [3]; *, P < .05 compared
with control). ISH data show that hypo-
thyroidism produced a drastic decrease
in ME PPIT mRNA levels; this drop was
reversed if methimazole-treated animals
were treated with T, for 3 consecutive
days and killed 6 hours after the last in-
jection (Figure 4, A-D).

Adx 4 Aily +
25 % Cort 40 % Cont
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Table 2. Serum Concentrations of TSH, Thyroid Hormones, and Leptin in Normally Fed Male Animals
Adrenalectomized (Adx) and Treated With Corticosterone; Experiment 5

Sham Adx Adx + 25% Cort Adx + 40% Cort
Body weight gain® —4.33 +3.09(6) —17.8 = 4.23 (5)* —21.4 + 3.85(5) —16.0 = 3.52 (6)*
Serum prnteint' 479 + 267 1(6) 34.0 = 3.92 (5)** 47+ 33 (5']& 497 + 2.1 (6)%
TSH® 352 + 6.9 (b) 404 + 9.1 (5) 226+ 2115 233+ 2948)
Leptin® 141 = 37.9 (6) 624+ 21.7(5) 119 = 24.9 (9) 115 + 28.1 (B)
T (total)® 123 = 1.81(6) 15.0 + 1.46(5) 11.8 = 4.51 (5} 9.66 + 0.95 (6)
T, (total)? 1620 + 400 (6) 2000 + 400 (5) 1390 + 164 (5) 1270 = 52.1 (B}
Adx, adrenalectomized; Cort, corticosterone. Post hoc Student-Newman-Keuls multiple comparisons test: *, P < .05; **, P < .01 compared with
sham; &, P< .05 compared with adrenalectomy. Data are mean + SEM
*Ing
% in po/ul.
“In ng/mag pratein
? In nmal/mg protain
Prolonged fasting partially reinitiates pro-TRH dal parts of the PVN; noticeably, pro-TRH mRNA levels
expression in the PVN at 72 hours of fasting were intermediary between those in

Data from experiment 1 showed that 48 hours of fast-  fed and 48-hour-fasted animals (Figure 1). Pro-TRH
ing reduced pro-TRH mRNA levels in the medial and cau- mRNA values correlated negatively with ME D2 mRNA
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Line drawings indicate the area that was quantified to generate densitometric data. A, Rat injected with vehicle (200 L sterile saline/0.01
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Figure 5. Effect of fasting on the number of TRH immunopositive
neurons in the medial PVN in male rats; experiment 7. Coronal slices of
the medial PVN immunolabeled with an antibody against pro-TRH:
control (A), rats submitted to 48 hours of fasting (B), rats submitted to
72 hours of fasting (C), and quantification of pro-TRH immuno-
reactivity in the medial PVN {D), Data are mean + SEM, n = 3.

*, P< 05. Ill, third ventricle. Scale bar, 100 pm.

levels (Supplemental Figure 3A). To confirm that PVN
pro-TRH expression spontaneously reverts if fasting oc-
curs for more than 2 days, we quantified the number of
pro-TRH cells positive in the parvocellular subregion of
the medial level of the PVN in experiment 7. The number
of pro-TRH positive cells in the medial parvocellular re-
gion of the PVN decreased at 48 hours of fasting and
increased rowards values found in fed animals ar 72 hours
of fasting (Figure 5).

Discussion

Multiple molecular changes in specific organs orchestrate
an inhibition of HPT axis in response to fasting (1, 8). The
data obtained in this study indicate that regulation of HPT
axis activity in responsc to fasting includes an adjustmenr
in ME PPII activity, the ectopeptidase that hydrolyzes
TRH, in male rats. This change in activity is probably
localized in tanycytes, including B2 tanycytes, because
PPII mRNA expression increased in cells that correspond
to tanycytes localization. PPI1 is likely present on the sur-
face of B2 tanycytes and expected to affect HPT axis ac-
tivity because in vitro PPII inhibition enhances the recov-
ery of TRH released from the ME, and in vivo PPII
inhibition augments serum TSH concentration in cold-
stressed animals (17). Thus, we propose that a delayed
increase of ME PPII activity during fasting contributes to

Endocrinology

reduce TRH concentration in the portal blood (2), and
therefore to down-regulate HPT axis activity. The en-
hancement of the extracellular hydrolysis of TRH may
limit the possibility that a partial reactivation of TRH
neurons reinitiates thyroid axis function when fasting is
prolonged.

Prolonged fasting promotes a partial reactivation
of pro-TRH expression in the parvocellular PVN
and a reversion of D2 mRNA induction in the MBH

Responses to fasting are likely dependent on its severity
(41), but the effect of fasting on the dynamics of D2 ex-
pression is poorly described. In male rats, D2 mRNA ex-
pression is enhanced after 72 hours of fasting in - and
B-tanycytes (42). D2 activity increases in the MBH after 48
hours of fasting (43 ). In our experimental conditions, ME
D2 expression increased after 48 hours of fasting, but nor-
malized to values found in fed animals after 72 hours of
fasting. Known enhancers of D2 activity in MBH are the
inverse changes in circulating levels of corticosterone and
leptin (43), which may have led to the peak of expression
we detected after 48 hours of fasting. The drop in D2
expression in tanycytes after 72 hours of fasting may be
due to a reduction of serum corticosterone concentration,
as animals habituated to the stress.

As for D2 expression, the effect of fasting on the dy-
namics of PVN pro-TRH mRNA expression and TRH
release in male rats is poorly defined; PVN pro-TRH
mRNA levels are lower after 48—65 hours of fasting as
compared with values detected in fed animals (2-4, 44).
We noticed a late and partial reversal of the fasting-in-
duced reduction in PVN pro-TRH mRNA expression.
This partial inversion was confirmed in an independent
experiment in which we measured the number of cells
immuno-reactive for pro-TRH in the parvocellular part of
the medial PVN. Immunohistochemical data were consis-
tent with ISH results, showing a reactivation of pro-TRH
translation during late fasting. ISH and immunohisto-
chemical data were consistent in 2 different strains (Wistar
in experiment 1 and Sprague-Dawley in experiment 7),
despite strain differences in serum thyroid hormones and
corticosterone concentrations (45).

During fasting, the decrease of serum leptin concentra-
tion reduces PVN pro-TRH mRNA levels and TRH re-
lease (3, 6). Anincrease of T; production in tanycytes may
be a necessary link for down-regulation of PVN pro-TRH
mRNA levels (4), but data in D2 or thyroid hormone re-
ceptor B2 knock out mice do not support this hypothesis
(10, 46—48). As for D2 expression, a reduction in serum
corticosterone concentration may drive the reactivation of
pro-TRH synthesis, because on a time scale of days, glu-
cocorticoids inhibit TRH mRNA levels in the PYN (40).
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The partial reactivation of pro-TRH expression in
the PVN during late fasting coincides with an
up-regulation of PPII activity in the ME

An increase in PPII mRNA levels in the ME as well as
in the medial and ventral parts of the ventricle walls, pre-
sumably in tanycytes, was detected at 48 hours of fasting,
the earliest time point analyzed by ISH. This increase in
PPII expression was apparently independent of tanycyte
subtypes and reproduced in an independent experiment
with younger animals previously habituated to isolation.
Thus, enhanced expression of MBH PPII at 48 hours of
fasting is a consistent response, independent of adult an-
imal age (in the 2—4.5 mo range) or housing conditions.
The increase in tanycyte PPII expression was transient,
because it was not detected after 72 hours of fasting. ME
PPII activity was not affected by 36 hours of fasting but
increased either after 48 hours of fasting in 1 experiment,
or after 72 hours of fasting in another experiment. Thus,
an increase in ME PPII expression in response to fasting
produces a concomitant or delayed increase in ME PPII
activity.

TRH hydrolysis by PPII produces His-Pro-NH2, that
may be either hydrolyzed by dipeptidyl peptidase IV (49),
anenzyme abundant on the surface of many cell types (50},
or spontancously cyclize to cyclo His-Pro (49). Cyclo His-
Pro is detected in the brain, including the hypothalamus;
it may not be uniquely derived from TRH (51, 52). How-
ever, itis relevant to note that cyclo His-Pro concentration
increasesin the hypothalamus of fasted animals; the mech-
anism leading to its accumulation has not been clarified
(51); it may be related to increased PPIl activity in the ME.

Together, these results suggest that during prolonged
fasting the catabolism of TRH by PPII is increased in the
ME extracellular fluid, concomitant with positive adjust-
ments in TRH expression in PVN neurons, which, if un-
balanced, might partially reactivate TRH secretion in the
portal capillaries. The control of ME PPII activity may
thus contribute to maintain the reduction in the portal
concentration of TRH thatis detected in rats subjected to
fasting (2, 53).

Putative drivers of up-regulation of PPII activity in
the ME during fasting

Up-regulation of PPIT activity in ME during fasting sug-
gests that the activity is coordinated with other aspects of
HPT axis function. The hypothesis that adrenal sratus,
which is relevant for HPT axis activity (40), regulates ME
PP activity in fed animals was not supported by our data.
Thus, it seems unlikely that the effect of fasting on ME PPII
activity is mediated by changes in serum corticosterone
concentration per se. Itis, however, possible that the early
inverse changes in serum corticosterone and leptin con-

press.endocrine.org/journal/endo 9

centrations that increase D2 activity in the MBH during
fasting (43) led together to an increase in MBH PPII ex-
pression. An effect of thyroid hormones on ME PPII ex-
pression and acrivity during fasting is consistent with
available data. Fasting increases not only D2 expression
and activity in ME (42, 43 and this study) but also hypo-
thalamic T, levels (4). Thyroid hormones up-regulate PPII
expression in all subtypes of tanycytes in the context of
thyrotoxicosis (17), or in hypothyroid mice, with changes
faster than those operating on pro-TRH synthesis in the
PVN (19); finally, tanycyte PPII expression is exquisitely
sensitive to thyroid status (this study). Thyroid hormones
positively regulated PPITexpression in tanycytes and MBH
regions from bregma —2.56 to —3.14 mm (Figure 4),
whereas brain PPII activity sensitivity to thyroid status is
poor (20, 25). Thus, the opposite effects of fasting on PPII
activity in the cortex and ME coincide with region-specific
effects of thyroid hormones on PPII acrivity.

Fasting promotes an increase in the activity of
thyroliberinase in serum

Thyroliberinase was the first TRH hydrolyzing activity
biochemically characterized. Thyroliberinase activity in-
creased during fasting, with significant changes detected
relatively early (after 36 or 48 hours fasting) and main-
tained at least up to 72 hours of fasting. Because thyroid
hormones up-regulate thyroliberinase activity (24, 25),
the fasting-induced increase of thyroliberinase was unex-
pected. Additionally, thyroliberinase activity was insensi-
tive to manipulation of serum corticosterone levels in fed
animals. The mechanisms leading to enhanced thyroliberi-
nase activity 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 hypothalamus-pituitary portal blood
vessels and may contribute to reduce the concentration of
TRH reaching the thyrotrophs during fasting.

Relevance of anterior pituitary PPIl activity

Because anterior pituitary PPII activity is sensitive to
thyroid starus and rapidly up-regulated by thyroid hor-
mones in vivo, it was initially proposed that PP contrib-
utes to the negative feedback that thyroid hormones exert
on the HPT axis (20, 25). However, PPII is not expressed
by thyrotrophs and does not control thyrotropin secretion
in response to TRH in cell culture (21, 22}, suggesting that
PPIT unlikely controls TSH secretion in this locus. We ob-
served that fasting does not modify PPII activity in the
anterior pituitary. Likewise, 7 days of food restriction in
adult female rats does not change the expression of PPIL in
the anterior pituitary (54). It should be, however, noted
that 48 hours of fasting decreases anterior pituitary PPII
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activity in 28-day-old, but not in 3-month-old, male rats
(55); the reason for this age-dependent response is un-
known. Thus, in adult animals anterior pituitary PPII ac-
tivity is not regulated by fasting and may not contribute to
the adjustments of the HPT axis activity.

In conclusion, the initial drop of PVN pro-TRH ex-
pression in adult male rats that is induced by fasting is
partially reversed between 48 and 72 hours after fasting
initiation, when ME PPII as well as thyroliberinase ac-
tivities are up-regulated. The adjustments of ME PPII
and thyroliberinase acrivitics may oppose the partial
reactivation of TRH secretion and contribute to the
reduced HPT axis activity that characterizes prolonged
fasting. These darta reveal unsuspected fluctuations in
the dynamics of HPT axis during fasting, and are con-
sistent with the evidence that tanycytes respond to
changes in energy balance (10).
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8.- Discusion

La correcta regulacion del eje tiroideo permite teaer la concentracion constante de
hormonas tiroideas en la circulacion. Si por algwazon la concentracidon de estas
hormonas disminuye a largo plazo se pueden prodesfermedades asociadas al
hipotiroidismo teniendo efectos negativos en ehoigmo, incluyendo la muerte (Mebis y
Van den Berghe 2011). En condiciones de hipotisondi, se ha encontrado que las
concentraciones locales de hormonas tiroideas mbiea en los tejidos y de esta manera
se puede mantener las funciones basicas depergligatestas hormonas, a pesar de su
disminucion en la circulacion (Fekete y Lechan ket 2014). En el caso de que el
decremento de hormonas tiroideas se deba a lactam@m alimentos alimento, cuando las
reservas energéticas se encuentran bajas, la diggninde hormonas tiroideas se ha
propuesto como un mecanismo adaptativo que redsceféctos que estas tienen sobre el
metabolismo en diferentes tejidos del cuerpo yimsshinuir el gasto energético. Para lograr
esto, el organismo tiene adaptaciones en difergajie®s y células que participan en la
regulacion del eje tiroideo. El ayuno es un mod®{perimental muy bien documentado
gue disminuye la actividad del eje tiroideo y sedeaostrado la regulacion de eventos
fisiologicos clave del eje tiroideo como la TSHs laormonas tiroideas y las enzimas
desiodasas. Entre las més estudiadas esta la dgdninde la sintesis de TRH en el NPV
mediada por la caida de leptina en la circulacdicha caida disminuye la sintesis y
secrecion de TSH y estas a su vez disminuyennigsss y secrecion de hormonas
tiroideas. Recientemente nuestro grupo de invesfigaencontré que la enzima que
degrada a TRH, la PPIl, se expresa en los tanidtoda eminencia media, sitio de
liberacion de la TRH y que la inhibicidn de estaisma aumenta el efecto exdégeno de TRH
sobre la secrecion de TSH y el efecto endégenoRig Jobre la secreciéon de TSH en
respuesta al frio (Sanchez et al., 2009). Estajoalbuyo primer objetivo era determinar el
efecto del ayuno sobre la expresion y actividadP&l, muestra por primera vez, la
relevancia de la enzima PPII en la eminencia me@diajue el RNAm y la actividad de la
enzima aumenta su expresion tras un periodo deoayproponemos que este aumento
ayuda a mantener inhibido el eje tiroideo a trad@sdisminuir la concentracion en la
circulacion portal de la TRH y reducir su efectrgolos tirotropos, lugar donde induce la

sintesis y secrecion de TSH. Esta hipotesis es@dbaen que el eje tiroideo regula varios
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de sus elementos moleculares para mantener unangeofnhibicion durante un ayuno, la
localizacién de la enzima en los tanicitos de lanencia media y su regulacion por
hormonas tiroideas, por lo tanto, esta enzima pazcde regularse en esta region y no es
solo una enzima que se exprese de manera constjtutdlicando un papel fisiolégico. Por
otro lado, aprovechamos estos experimentos parar rieedictividad de la enzima en
compartimentos relacionados con el eje tiroideolagpituitaria anterior y en el suero, ya
gue la isoforma que se expresa y se libera ergatlbiy que es liberada a la circulacion, la
tiroliberinasa, pudiera participar en la degradaaié la TRH durante su transporte de la
eminencia media a la pituitaria anterior. Por udolano encontramos cambios en la
actividad de la PPII de adenohipdfisis, a pesdadisminucion de hormonas tiroideas en
la circulaciéon. Por otro lado, la enzima tiroliversa muestra cambios tempranos en
relacion con los cambios en la actividad de la emiia media, este dato es novedoso, ya
gue tampoco se habia analizado la respuesta decest@ma al ayuno, sugiriendo que
también juega un papel en la respuesta del ejddval ayuno. De esta manera, la PPII
de la eminencia media y la actividad de la tirafib@sa, pudieran actuar en conjunto para

la completa inhibicion del eje tiroideo.

Como segundo objetivo, intentamos dilucidar cuateslos mecanismos que promueven el
aumento de actividad de PPII en el ayuno en la@miia media y en el suero. Ya que la
corticosterona ha mostrado regular varios elemerdek eje tiroideo, realizamos
adrenalectomia y restitucién con corticosteroresadtas para determinar si esta enzima es
sensible a los cambios en corticosterona circuldyitéa adrenalectomia ni la restitucion
con altas concentraciones de corticosterona tuviefecto sobre la PPII de la eminencia
media ni sobre la tiroliberinasa, aunque quiz4 mterael ayuno, el aumento de
corticosterona pudiera actuar junto con otros cambioleculares (por ejemplo, la bajada
de leptina, el aumento de ghrelina) para permitauenento de la PPIl. Se ha demostrado
gue algunas moléculas son reguladas de maneraspearor dos factores, por ejemplo, el
aumento de la enzima D2 en el hipotdlamo medioltasahte el ayuno se debe al aumento
en la corticosterona circulante en conjunto cocelda de leptina circulante, si se evita que
alguno de estos eventos ocurra, la enzima D2 ncemtairen el ayuno (Coppola et al.

2005). Para probar que la PPII es regulada de mg@=emisiva otros experimentos deberan
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realizarse en un futuro. No obstante, esto sugieee la corticosterona por si sola, a
diferencia de otros elementos del eje tiroideotieone efectos sobre la actividad de esta
enzima. Por otro lado, en un experimento realizhgtante la escritura de este trabajo en
donde implantamos bombas osmoéticas conteniendmdeptanimales sometidos a ayuno
(para revertir la caida de leptina), no evitd qaeattividad de PPIl aumentara en la
eminencia media ni en el suero. Ya que la admaugin exdgena de leptina en animales
sometidos a ayuno no elevo los valores de leptitas animales control, es posible que
esto explique la ausencia de los cambios que dspan® en la actividad de PPII de los
tanicitos y de la tiroliberinasa (ver apéndice,c&t 10.1). Por lo tanto, un experimento
adicional en donde la administracion exégena deénkemos permita elevar los valores de
leptina circulante a niveles control debe realigaEs probable que otras moléculas puedan
ser las responsables de este incremento en ladadivunque se ha postulado que un
aumento en la actividad de D2 promueve un aumemtta eoncentracion local de T3
durante el ayuno, esto ha sido reabierto a debhatdhén y fekete., 2014). Aunque el estado
tiroideo ha mostrado regular a la enzima PPIl eanténencia media, si es que existe un
aumento de T3 local en el hipotalamo, este podsiaus mecanismo que promueva el
aumento de la expresion y actividad de PPII durahteyuno. No obstante, existen dos
publicaciones en donde el aumento del RNAm vy levideid de la desiodasa 2 inducido por
una restriccion alimentaria o por el ejercicio (&ez-Salas et al., 2014, Uribe et al., 2014)
no correlaciona con un aumento de la actividad Rlie. Esto sugiere que, para promover
cambios en la actividad de PPII se requiere umbalanergético negativo fuerte, ya que a
pesar de que la restriccion alimentaria y el ejgcson considerados modelos de balance
energético negativo, no son tan profundos comatapteta deprivacion de alimento. Esto
pudiera deberse en que el aumento de concentraclonales de T3 solo afecte a las
células que expresan a alguno de los transportaderbormonas tiroideas, es probable que
los tanicitos que expresan PPIl no expresen akp@itador en estas condiciones y no
pueden ser reguladas por el aumento de T3 locdupido por las células que expresan a
PPIl. Para dilucidar esto, se podria estudiar Iecatizacion de la D2, PPIl y los
transportadores de hormonas tiroideas en diferetestos fisioldgicos. Por lo tanto, el
aumento en el RNAm de la D2 en nuestros experirsaihéfa abierta la posibilidad de no

ser la responsable del aumento de actividad de éirHnte el ayuno. Para ello, un

47



experimento de ayuno con la inhibicion especifiedadD2 de tanicitos podria definirnos su
papel en la regulacion de la PPII en esta condid@n otro lado, la tiroliberinasa también
ha mostrado ser regulada positivamente por hormoinasieas y negativamente en
condiciones de hipotiroidismo, esto significa que et ayuno hay una discrepancia en
cuanto a su regulacién ya que las hormonas tireideaencuentran disminuidas en la
circulacion en esta condicion. Por lo tanto, eraylino, el aumento de la actividad de
tiroliberinasa en el suero pudiera ser reguladagbms factores distintos a las hormonas
tiroideas y que aun no se han identificado. No astis{ es probable que las hormonas
tiroideas que sean las responsables de los can(PiB# en eminencia media y
tiroliberinasa) y de los no cambios (pituitariaeaidr y corteza parietal). La actividad de
PPII de la pituitaria anterior y de la corteza gt no mostré incrementos en este modelo
experimental, sugiriendo que los cambios en lavidetil son tejido especifico y que el
aumento de actividad no es un efecto inespecit@ylino en otras regiones del cerebro
donde esta enzima se expresa. Por un lado, ealpectue las células de la adenohipofisis
y de la corteza parietal no tengan el receptorfatgbr y/o la maquinaria que permite el
aumento de expresion y actividad de PPIlI en la entia media y en el higado en el
ayuno. A pesar de que se ha demostrado que ladBRal pituitaria anterior es sensible a
hormonas tiroideas hay una discrepancia en nuesxpsrimentos, ya que el decremento
de hormonas tiroideas no afectd la actividad deitiaitaria anterior. Esta discrepancia
puede deberse a que el decremento de hormonaeésogn la circulacion durante el ayuno
no afecta la concentracion local que hay en lataiia y en la corteza parietal y por lo
tanto, la actividad de estas enzimas no se vetadi®s Recientemente se demostré que en
el ayuno, no hay cambios en la concentracion Ideal'3 en la pituitaria anterior, a pesar
del decremento de hormonas tiroideas en la cirdulay en otros casos, la concentracion
local de T3 aumente en 6rganos como el higado, utaigaifion (Galton et al., 2014). En
la corteza, se ha encontrado que a pesar del ingdigmo o hipotiroidismo, las
concentraciones locales de T3 se mantienen coastaRor lo tanto, es probable que en
estos tejidos los genes dependientes de hormaoatetis no se vean afectados tras este
mecanismo homeostatico de mantener constantesiasrdraciones locales de hormonas
tiroideas. Como se menciond, Galton y colaborademsontraron un aumento en la

concentracion local de T3 en el higado duranteyeh@ y este aumento local podria
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explicar el aumento en la expresion del RNAm dé’Ril en el higado (ver apéndice,
seccion 10.2) y el aumento en su producto protdadiroliberinasa). Por lo tanto, las

hormonas tiroideas pudieran ser los reguladorda BeIl de higado (y posiblemente de la
eminencia media) durante el ayuno. Por lo tant@leyuno, se disminuye la expresion de
TRH en el NPV por reguladores, pero ademas, ladlsis de la TRH por la PPII de

tanicitos y la tiroliberinasa permita la inhibiciggrofunda del eje tiroideo, aunque los
reguladores de la PPII y la tiroliberinasa aun ao $ido dilucidados (Figura 7).

TRH del NPV

D2.

T3dela
eminencia
media

corticosterona Leptina

PPIlde los
Secrecion de TRH hacia 1anicitos

los vasos portales

Tiroliberinasa

Figura 7. Control de la TRH y de la PPII de losd&os durante un ayuno. El ayuno promueve la
inhibicion del eje tiroideo mediante la reduccid@ld sintesis de la TRH en el NPV por el aumento
de corticosterona circulante, disminucion de leptirculante y el aumento de la T3 local en la
eminencia media. Adicionalmente, el aumento endedlisis de la TRH en el espacio extracelular

por la PPII de los tanicitos y por la tiroliberiaagermite la inhibicién del eje tiroideo, pero los

reguladores de estas isoférmas durante el ayunsanidesconocidos.
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La relevancia fisiologica del aumento de actividadPPIl podria manifestarse mediante un
experimento en donde se inhiba la actividad denzanga en la eminencia media mediante
algun inhibidor especifico durante el ayuno y detear si esto revierte la disminucion de
TSH, pues al inhibir a la enzima PPIl se aumentéaiasida media de la TRH y
probablemente se evitaria la caida de TSH circeldtdra abordar el objetivo 3, durante el
transcurso de la escritura de este trabajo, efdanao adquirid un ratdbn que carece del gen
de la PPII, el cual fue sometido a ayuno. El ra¢énck Out (KO) en condiciones control
tiene una caida importante de la actividad de laétPel cerebro completo, indicando que
el gen fue eliminado (Figura apéndice 10.3). Patardhinar el efecto de la delecion del
gen de la PPII sobre la respuesta del eje tircadl@yuno, sometimos a 24 horas de ayuno a
ratones silvestres homaécigos (wild type, +/+), hatigjos (+/-) y homaocigos (-/-) para el
gen de la PPII. En este experimento encontramo®lqueon nulo para PPII no sufre una
caida tan profunda de TSH en el suero si se lepamncon el ratdn homdcigo y
heterécigo. Esto sugiere que la PPIl es necesarala caida profunda de la TSH y por lo
tanto, para la reduccion completa de la actividaeldege tiroideo en el ayuno (ver apéndice,
seccion 10.3). Esto significa que a pesar de ldacdél RNAmM de TRH en el PVN sigue
existiendo cierta liberacion de TRH al sistema gdogue puede llegar a la pituitaria
anterior, como ya se habia demostrado anteriorm&atabién significa que los tirotropos
son sensibles a TRH en el ayuno, como ya se kabiastrado mediante la administracion
de TRH exdgeno a ratas sometidas a ayuno. Ponto, tea enzima PPII juega un papel

muy importante en la regulacién negativa del e@deo durante el ayuno (figura 8).
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Figura 8.Respuesta del raton nulo para la PPIl en el aydnd@&n un roedor alimentado ad

libitum hay una expresion y secrecion basal de TdRlfa accion sobre la pituitaria anterior es
inducir la liberacion de TSH. B.- En el ayuno, eirento en la expresién y actividad de la PPII de
la eminencia media, en conjunto con la tirolibesmaumentan la hidrélisis de TRH, disminuyendo
la liberacion de TSH. C.- En el ayuno, en un ratdlo para la PPII, la disminucién de TSH no se

ve afectada de manera profunda como en un rai@ssi.
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Finalmente, con propositos de investigar si el dgameh la actividad de PPII observado en
machos ocurre en las hembras, un realizamos umieygueo de ayuno por 36, 48, 60y 72
horas, para determinar el efecto del ayuno sobaetleidad de PPII en la eminencia media
y de la tiroliberinasa del suero. Similar a estadhateriores, el ayuno no presenta ningin
cambio en la TSH sérica, a diferencia de los maches presentd un aumento de la
corticosterona o una tendencia hacia arriba ehdathras sometidas ayuno (ver apéndice,
seccion 10.4). En cuanto a actividad de PPIl, Emldras no mostraron cambios en la
actividad de PPII de la eminencia media, ni enclividad de la tiroliberinasa del suero.
Esto sugiere que en el ayuno, la regulaciéon delimjigleo es dependiente del sexo. Estas
diferencias pudieran estar asociadas a funcionesdades, ya que se ha demostrado que la
gonadectomia previene la caida de la TSH durantayeho y la administracion de
androgenos permite nuevamente la disminucion de [Gdhen Il et al., 1989). Esto
sugiere que las génadas de los machos contientarda@ue promueven una inhibicién

del eje tiroideo.
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9.- Conclusiones

-Nuestro modelo de ayuno produce cambios en dlrejdeo consistentes con la literatura
(disminucidon de la expresion de TRH en el ndclecayentricular, disminucion de la
concentracion sérica de TSH, disminucién de lasmbaas tiroideas, disminucién del peso
corporal, aumento en la corticosterona sérica).

-Encontramos en el ayuno un aumento de la activdea@PIl en la eminencia media en dos
experimentos independientes asi como un increntesntgitorio en el nivel de RNAm en
los tanicitos, adicionalmente encontramos un aumentla expresion y actividad de la
tiroliberinasa.

-No encontramos un aumento de la actividad de lad&Padenohipdfisis ni en la corteza
parietal.

-La administracion exdgena de corticosterona notafia actividad de PPIlI en suero ni en
la eminencia media.

-La administracion de leptina exdgena mediante la@rdsmoticas durante el ayuno, no
elevo los valores de leptina a nivel control, queséo explica la ausencia en los cambios en
la actividad de PPII de tanicitos y la tirolibeisaa

-El raton nulo para PPII nulo para la PPII dismimlg respuesta a la disminucion de TSH
circulante por el ayuno.

- La actividad de PPIl en la eminencia media, deliterinasa y de otros parametros
relacionados con el eje tiroideo no cambiaron tasraembra sometidas a ayuno.

-Todo esto sugiere que durante el ayuno un camémasitorio del nivel de RNA de PPIl en
los tanicitos induce un incremento de actividadP&dl en la eminencia media asi como un
incremento en la actividad de la tiroliberinasaicger En conjunto estos cambios de
actividad pudieran incrementar la hidrolisis del[HrBn el medio extracelular cercano a los
vasos portales de la pituitaria, y en los misma®sgortales. El incremento de la hidrolisis
del TRH deberia reducir la capacidad del hipotalaeo controlar positivamente la
secrecion de TSH. Para la eminencia media, estobica parecen ser posteriores a los
cambios iniciales en la actividad del eje tiroidpor lo que pudieran contribuir a
mantenerlo apagado a largo plazo, mientras quieolébérinasa pudiera contribuir en los

tiempos iniciales en ratas macho.
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10.- Apéndice

10.1 Efecto del ayuno y la administracién exogeméegtina sobre el eje tiroideo.

El objetivo de este experimento fue determinaraglgb de la leptina en la regulacion de la
PPIl de la eminencia media y de la tiroliberindsas ratas fueron implantadas con una
minibomba conteniendo vehiculo (solucién salinaSAB o leptina (400 ug/100 uL) y se

dejaron recuperar 24 horas antes de sometersetatplo de ayuno. Para el protocolo de
ayuno, seis ratas implantadas con una mini bombteindo vehiculo recibieron agua y

alimentoad libutim, otras seis ratas implantadas con una mini borabgegiendo vehiculo

se sometieron a 72 horas de ayuno, y seis ratakntagas con una mini bomba

conteniendo leptina fueron sometidas a ayuno. LoBnaes se sacrificaron por

decapitacion y se obtuvo el cerebro, la adenolsoyi el suero para los analisis indicados

en la tabla.

Experimento ayuno mas leptin| Control Ayuno 72 h Ayuno mas lepting
PPII eminencia media (AT) 188 +/-2.8 |28.7+/- 26* |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 +/- 11.9234.8 +/- 26 ***| 257 +/- 62.6 ***
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10.2.- Efecto del ayuno sobre el RNAmM de proTRé RNAm de PPII
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Se muestra el efecto del ayuno sobre el RNAm ddBitd y PPII de la eminencia media y
en el higado. Las ratas fueron sometidas a dikesdrdras de ayuno y se sacrificaron por
decapitacion. Posteriormente se extrajo el RNA tigael NPV, la eminencia media y el
higado. Los datos muestran la media €rror estandar. n=5. * p < 0.05. Barras blancas
control; barras negras: ayuno.
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10.3.- Efecto del ayuno en ratones que carecegestetie la PPII

Como parte del objetivo 3, utilizamos ratones adutte ambos géneros que no expresan a
la enzima PPIl y fueron sometidos a 24 horas de@yBrevio a esto analizamos que la
actividad de PPII en el cerebro completo tuviera caida en la actividad en el raton KO
para PPIl. Al mismo tiempo, analizamos que la cadala actividad de PPII fuese
especifica y analizamos la actividad de la aminbpapa N en el cerebro completo. La
aminopeptidasa N es un miembro de la misma famdigpeptidasas dependientes de zinc
(familia M1)

80 - PPII

60 -

H

40 -

20 -

+/+ +/- -1-
6000 APN
5000 -
4000 -
3000 A
2000 -
1000 -

HH

——

+/+ +/- -/-

Actividad especifica de PPIl y de la aminopeptidiisan el cerebro de tres diferentes
fenotipos de ratdn. A.- Se muestra la actividacceiga de PPII del cerebro de raton. B.-
Se muestra la actividad especifica de la aminogegdi N (APN) del cerebro de ratén.
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Efecto de 24 horas de ayuno, sobre la TSH sériaatenes wild type (+/+), heterdcigos

(+/-) y homécigos (-/-) para la enzima PPIl. Losodamuestran la media el error

estandar. n=7-19. * p 8.05. Los valores de TSH circulantes en animad@satimentoad

libitum y analizados en experimentos que no fueron patesie trabajo son para los
machos wild type = 1.04+/- 0.3; heterdcigos = 0t660.01 y homdcigos = 0.55 +/- 0.01,

mientras que para las hembras los valores en dond& de alimentad libitum fueron
wild type = 0.81+/- 0.2; heterécigos = 1.01 +/- 9.Bomécigos = 0.93 +/- 0.04.
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10.4.-Efecto del ayuno en ratas hembra adultas

Como parte de los objetivos, comparamos la respulesteje tiroideo al ayuno en ratas hembra
adultas.

Efecto del ayuno sobre la ganancia de peso y pamsrteormonales relacionados con el gje
tiroideo.

Control Ayuno 36 |Control Ayuno 48 | Control Ayuno 60| Control Ayuno

36h  h 48h 60h 72h  72h
Gananciade | 1.2 -21°* | 14  24.4%% | 02+ -27.4%* | 0.0+  -33*
peso (g +-1.49 +-0.89 |+-1.50 +-081 | 23  +-191| 1.34  +/-0.89

0.68 +/- 0.48+/- |0.96 +/- 0.60+/- [ 093 +/- 0.81+/-| 0.89 +/- 0.72 +/-
TSH (ng/ml) 0.05 0.07 0.17 0.0.11 0.12 0.09 0.10 0.12

6.9 +- 3.7+ 38+
T4 (ng/dL) 1.2 57+/-05 nd nd 0.6 1.0 nd nd

Corticosteror | 299.4  965.8** | 418 +- 469.4 +- 102.4 618.2** |483.4+ 590 +-
a (ng/mL) +/-99.4 +/-103 82.6 68 +/-29 +/-45.6 | 147.4 88.6
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A Eminencia media Tiroliberinasa
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Efecto del ayuno sobre la actividad de PPII derelifees compartimentos en ratas hembras. Las
ratas hembra adultas fueron sometidas a diferggeggedos de ayuno, de manera similar a la
descrita para machos, y posteriormente sacrificadasdecapitacion. A.- El ayuno no afecta la
actividad total (pMolas dp-Naftilamida/minuto/tejido) de la PPIl de la eminenmedia (n=4-5).

B.- ElI ayuno no afecta la actividad de la tirolibesa en el suero (pMolas dg
Naftilamida/minuto/ul de suero) (n=4-5). El ayuno afecta la actividad especifica de la PP
(pMolas dep-Naftilamida/minuto/mg de proteina) (n=4-5). Barldancas: control; barras negras:
ayuno.
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