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Resumen

La glandula hipdfisis es considerada como la gldndula maestra ya que junto con el hipotédlamo,
regulan la fisiologia del organismo ante diferentes demandas metabdlicas, como las presentes en el
ciclo reproductivo y lactancia. Se encuentra conformada por cinco grupos endécrinos secretores de
hormonas que a su vez regulan la actividad de érganos y tejidos especificos.

El ciclo reproductivo en hembras mamiferos, se involucra principalmente en la maduracion de las
gbnadas, proceso en el cual se encuentran involucrados diversas hormonas que en su mayoria son
reguladas y/o secretadas a través de algunos grupos celulares enddcrinos de la hipofisis. En modelo
murino dicho ciclo se divide en cinco fases, diestro, proestro, estro, y metaestro, de las cuales estro
tiene una demanda hormonal mayor a las anteriores, debido a que es en esta fase en donde se lleva
a cabo la ovulacion.

Los tirotropos y lactotropos son algunos de los cinco grupos de células endécrinas que se encuentran
involucrados tanto en el ciclo reproductivo como en la regulacién de otros procesos. Los dos grupos
enddcrinos estan regulados por el factor hipotalamico TRH, permitiéndoles asi la liberacién de TSH y
PRL respectivamente, estando ambas involucradas tanto en el ciclo reproductivo con en la lactancia.
Anteriormente se creia que la principal y Unica via de regulacion de la hipéfisis se encontraba en el
hipotadlamo a través de los factores hipotalamicos. Sin embargo hoy en dia existen reportes de otras
vias de regulacion que permiten que exista una plasticidad funcional en la hipéfisis, una de estas vias
es la comunicacion celular y por ende la formacion de redes enddcrinas. Por ello en el presente
trabajo se tiene como objeto, obtener y caracterizar la estructura de la red de conexion celular de
tirotropos y lactotropos en rebanadas de hipdfisis de ratones hembra balb-C lactantes y en las fases
diestro, estro y proestro del ciclo estral; mediante imagenologia de [Ca2*]i, ya que a través de este
método es posible discernir la actividad celular presente ante un estimulo del factor hipotalamico de
interés, en este caso TRH a diferentes concentraciones (0.1,1,10,100 nM). La caracterizacion de las
redes se realizO mediante la aplicacion de un andlisis global y local heuristico que describe la
topologia global y local de las redes obtenidas, brindando una mejor aproximacioén a la descripcién de
la comunicacion celular y a los cambios de la misma a lo largo de las fases del ciclo reproductivo asi
como en la lactancia, encontrando en el analisis global, que en las fase estro es en donde existe
mayor comunicacion ya que se presentan mayor conexiones tanto entre lactotropos como entre
tirotropos. Asi mismo, en la lactancia existe un aumento de densidad poblacional de ambas células y
de conexiones Unicamente entre lactotropos. Por otra parte, los resultados del andlisis de la topologia
local, indican que en las concentraciones més altas 10 y 100 nM de TRH, las células se encuentran
mejor comunicadas, en todas las condiciones estudiadas, no en el sentido de cantidad de conexion
sino en la eficiencia de la misma ya que es en donde se forman grupos celulares conectados, y en
donde absolutamente todas las células estan conectadas con otra al menos una vez, lo que da lugar
a afirmar que aunque la demanda fisiolégica no sea alta para alguna de las condiciones estudiadas,
si se presenta un estimulo de mayor concentracion hormonal, favorecerd la comunicacion de las
células.



I. Introduccién

1. Morfofisiologia de la unidad hipotalamo-hipo6fisis

Mucho es lo que se sabe actualmente de los mecanismos involucrados en la regulacion fisiol6gica
del organismo, uno de ellos participa en la actividad coordinada de secrecién hormonal.
Dentro de esta regulacion fisiol6gica esta considerada la regulacion de la homeostasis, descrita como
la capacidad que tiene el organismo de mantener y regular sus condiciones internas. Se ha
establecido que el sistema neuroendocrino esta encargado de esta regulacién, y se encuentra
conformado por la unidad funcional hipotalamo-hipd&fisis; donde el hipotdlamo, mediante la conexién
fisica del sistema porta hipofisario, hace llegar los factores hipotalamicos expresados en él, que
estimulan la secrecién hormonal de las células endécrinas de la hipofisis (De Lecea et al., 1998)

A pesar que desde el siglo XVIII se ha logrado describir gran parte de este 6rgano, la funcion
conjunta de hipotalamo-hipdfisis, sigue atrayendo la atencién de muchos cientificos, ya que aunque
el hipotdlamo sea parte esencial de la integracion funcional, en la hip6fisis ocurren otros mecanismos
gue permiten la presencia de plasticidad en su funcionamiento (Ben-Schlomo & Melmed, 2010;
Lechan & Toni, 2016).

El hipotdlamo forma parte de menos del 2% del volumen del cerebro, y esta anatbmicamente
posicionado (limite anterior) entre el tercer ventriculo, la lamina terminal, y el globo palido, (limite
posterior), entre el mesencéfalo superior y los cuerpos mamilares inferiores, (limites laterales)
definidos por la sustancia inominata, la capsula internal, el nicleo subtalamico y el pedunculo
cerebral (Ben-Schlomo & Melmed, 2010; Lechan & Toni, 2016). Su conformacion esta dada por
nacleos hipotalamicos, encargados de la regulacion funcional de la memoria, emociones y en
general, de la homeostasis del organismo. Asi mismo, se le puede dividir en cuatro zonas, anterior,
posterior, medial y lateral, dentro de las cuales se encuentran los diferentes nudcleos. Los nicleos que
se encuentran implicados en la regulacion de la hipdéfisis son: el supradptico, encargado de la
producciéon de hormona ADH (antidiurética); el sexual dimérfico, encargado de la regulacion del
crecimiento asi como también de la reproduccién del organismo; nucleo paraventricular, involucrado
en la respuesta al estrés, asi como también de la produccién de Oxitocina y regulacién del apetito; y
el nlcleo de arcuato, secretor de DA, y principal productor de hormonas hipofisiotrépicas,
involucrado también con la regulacién de la saciedad (Ben-Schlomo & Melmed, 2010).

Las principales sefiales que se liberan del hipotalamo, son hormonales, las cuales fueron
estudiadas y reconocidas como mensajeros quimicos desde principios del siglo XX, resultado de
investigaciones de John Macleod, en diabetes mellitus (Weatherall, 1990). Estos mensajeros
hormonales son conocidos como factores hipotalamicos, y juegan un papel importante en la
estimulacién e inhibiciéon de la secrecion hormonal hipofisaria en respuesta a la demanda fisiolégica
del organismo (Ben-Schlomo & Melmed, 2010).

La conexion fisica entre el hipotalamo y la hipdfisis esta establecida por la inervacion de las
terminaciones axdnicas de cada neurona de los distintos nicleos hipotalamicos y por la irrigacion de
vasculatura proveniente de la arteria hipofisaria superior que desciende desde el hipotadlamo, hasta la
hipéfisis, en forma de capilares. A esta irrigacion se le conoce como sistema porta-hipofisario. A su
vez este se encuentra conectado con la inervacion neuronal, que descienden desde la eminencia
media, ubicada a la altura del infundibulo (Fig.1b) (Clifton & Steiner, 2009).

La eminencia media tiene dentro de sus funciones principales, favorecer el transporte de las
sefiales hipotalamicas hasta la hipdfisis, a través de irrigacion vascular. Estd constituida
principalmente por regiones ependimales, externas e internas. La capa ependimal mas interna,
contiene uniones estrechas que previenen el intercambio de moléculas grandes, entre el liquido
cerebroespinal y el espacio de la matriz extracelular de la eminencia media. Tanto las uniones

estrechas como los tanicitos, presentes también en la capa ependimal, se encargan prevenir la
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circulacién retrégrada de los factores liberados desde el hipotalamo (Fig. 1a) (Rizzoti & Lovell-Badge,
2017).

La zona interna de la eminencia media estd formada por axones que provienen del nudcleo
supradptico y paraventricular que se prolongan hasta el I6bulo posterior de la hip6fisis, mientras que
los axones de las neuronas hipofisiotrépicas (incluyendo las de los nucleos periventricular,
paraventricular y arcuato) se extienden hacia la zona externa de la eminencia media, donde
interactian con los capilares provenientes de la arteria superior, del sistema porta, siendo estos los
gue van irrigar y servir de principal via de transporte de cada factor hipotalamico (Ben-Schlomo &
Melmed, 2010).
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Figura 1. Esquema de la eminencia media, conexién hipotdlamo — hipéfisis. a) Zonas y composicién celular de la
eminencia media, tomado de: (Rizzoti & Lovell — Badge 2017. b) Composicién celular y estructural de la inervacion
axoénica e irrigacion de la hipéfisis tomado de: (Cummings, 2004)

Las neuronas que constituyen estos nucleos, son consideradas peptidérgicas ya que los factores
hipotalamicos que liberan a través de sus axones, son péptidos. Entre los principales estan TRH
(porsus siglas en inglés Thyrotropin Releasing Hormone), GnRH (Gonadotropin Releasing Hormone),
CRH (Corticotropin Releasing Hormone), GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone) y
somatostatina. Mientras que otro grupo de neuronas, localizadas en el nlcleo supradpticos secretan
monoaminas, como dopamina y serotonina, principalmente. Cada grupo celular es estimulado por un
factor hipotalamico especifico 6 neurohormona, de tal manera que las células endd6crinas poseen
receptores definidos para el factor correspondiente (Ben-Schlomo & Melmed, 2010).

2. Hipofisis - descripcion anatdmica

La hipdfisis es considerada como la glandula maestra debido a que sus funciones repercuten en la
regulacion fisiolégica del organismo (Lupien, et al.,2007). Anatomicamente la hipéfisis en mamiferos
se encuentra posada sobre el hueso esfenoides, y debajo del quiasma 6ptico; esta rodeada por una
de las meninges cerebrales, la duramadre, por la cual fluye parte del liquido cefalorraquideo que le
proporciona oxigenacion y nutrientes necesarios. Se encuentra dividida en tres I6bulos: 16bulo
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posterior (neurohipdfisis), Iébulo anterior (adenohipdfisis) y el intermedio, que se encuentra
Unicamente en mamiferos roedores (Zhu, 2007).

El I6bulo posterior o neurohipéfisis se compone de la pars nervosa (Fig. 2). Se encuentra
irrigado otra seccion de vasos sanguineos, provenientes de la arteria inferior hipofisaria (Fig.1b).
El I16bulo anterior se encuentra dividida en pars distalis y tuberalis (Fig. 2). Esta conformada por cinco
grupos celulares enddcrinos, capaces de secretar hormonas, y otros grupos no endécrinos. Dentro
de los tipos celulares no endécrinos estan las células foliculares y las foliculoestrelladas.
Caracterizadas estas Ultimas por tener prolongaciones citoplasméaticas que dan soporte a la
glandula, ademés de que juegan un papel importante en la conectividad celular (Melmed, 2010).

Hypothalamus
Il ventricle
Median eminence

. Infundibular stalk
Pars tuberalis —..

Pars distalis
(anterior
pituitary)

“—— Pars nervosa
(posterior pituitary)

Pars Intermedia

Figura 2. Esquema de hipdfisis con las tres divisiones de I6bulos anterior:
Pars distalis, intermedia, tuberalis y la pars nervosa o lébulo posterior.
Tomado de (Childs. 2009)

Los grupos celulares enddcrinos mas abundantes, son los somatotropos, alcanzando una densidad
poblacional de aproximadamente 50%. Estos se encargan de la produccién de la hormona de
crecimiento (GH, growth hormone). Los lactotropos, tienen una densidad de aproximadamente 15%,
y secretan principalmente prolactina (PRL, prolactin releasing hormone). Los corticotropos secretan
la hormona adrenocorticotropa (ACTH, adrenocorticotropic hormone) y tienen aproximadamente la
misma densidad poblacional que los lactotropos. Los gonadotropos, secretores de hormona
estimuladora del foliculo y de la hormona luteinizante (FSH y LH, follicle-stimulating hormone,
luteinizing hormone) representan apenas un 10% de la poblacién celular. Mientras que el grupo con
menor poblacién, aproximadamente 5%, son los tirotropos, que secretan hormona estimuladora de la
tiroides (TSH, thyroid-stimulating hormone) (Melmed, 2011).

3. Desarrollo embrionario y formacion de la hip6fisis

En vertebrados la hipofisis tiene un origen dual. Existen diferencias en el patrén de desarrollo
embrionario entre taxas, sin embargo la organizacion glandular, morfogénesis y la maquinaria
molecular involucrada en este, es similar (Zhu, 2007).De los Iébulos que componen a la hipdfisis, el
anterior y el intermedio se originan del ectodermo, mientras que el I6bulo posterior resulta de una
extension del diencéfalo ventral (Fig.2). La composicion del 16bulo intermedio, esta dada Unicamente
por melanotropos, productores de a-melanotropina (Couly et al., 1985).

La invaginacién del ectodermo oral, formado de la expansion del neuroepitelio y el
desplazamiento de la cresta neural, da origen a la bolsa de Rathke, la cual sigue estando compuesta
por células epiteliales que se extienden a la parte trasera de la cavidad oral. El diencéfalo mantiene
contacto con el ectodermo durante los primeros dias del desarrollo, y se considera esencial para el
desarrollo la hipdfisis, ya que mediante la expresion de diversos factores de transcripcion, se llevara
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a cabo su separacién fisica y la formacién tanto de la pars nervosa como de la pars distalis de la
hipdfisis (Fig. 3) (Couly et al., 1987; Sorson et al., 1996).
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3 g 4 P
@ Y daiif,us
Rathke's A8
/ pouch \\4 \

Infundibulum Pars
nervosa

a4

// b
Roof of the mouth
Rathke’s cleft

Figura 3. Esquema de desarrollo de la hipéfisis. a) La adenohipdfisis surge del techo del paladar, y busca su unién con el
diencéfalo. b) Se forma la bolsa de Rathke del mismo techo del paladar y del diencéfalo se forma el infundibulo. c) Lo que
fue la bolsa de Rathke se separa del techo del paladar y se da la uniéon de ambas estructuras que da lugar a la pars distalis
y la pars nervosa de la hipéfisis. Modificado de (Childs, 2009)

4. Diferenciacién celular

La diferenciacion celular empieza aproximadamente en el dia 7.5 del desarrollo embrionario, donde
los corticotropos son el primer grupo celular que se diferencia en el dia 12.5 del desarrollo
embrionario, cuando el polipéptido precursor, POMC (proopiomelanocortina), se expresa. Los
tirotropos, somatotropos y lactotropos son los siguientes, surgiendo en diferentes dias de desarrollo,
E.14.5, 15.5, 16.5, respectivamente (Fig. 4). Pit-1 es el factor de transcripcion responsable de dar
inicio a esta diferenciacion. También, dicho factor es esencial en la transcripcion de genes
productores de hormonas en estos tipos celulares, como PRL, TSH-B y GHRHR. Finalmente, se
diferencian los gonadotropos alrededor del E16.5. (Zhu, 2007).
Tbx19 @
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Figura 4. Factores de transcripcién involucrados en la diferenciacion celular de los grupos endc’)crirlws de la hipdfisis, donde la
diferenciacion inicia desde el dia 7.5, con la sefializacion de Shh, Gil 1,2. Posteriormente entre el dia e11.5 y 12.5 se diferencia
el primer grupo endécrino, los corticotropos, bajo la expresion de FGF10 y Pitx2, principalmente. En los dias siguientes se
diferencian melanotropos por la activacion de Tbx19; los tirotropos bajo la acciéon de Pit 1+ y Gata 2; y lactotropos,
somatotropos surgen en e17.5 bajo expresiones de los correspondientes factores de transcripcion sefialados arriba. Modificado

de (Zhu, 2007)



4.1.Diferenciacion celular de tirotropos y lactotropos

La diferenciacion de los tirotropos comparte caracteristicas con la diferenciacién de gonadotropos.
Sin embargo estos dos linajes aparecen de forma divergente en el desarrollo de la hip6fisis, ya que
Pit-1 es el principal factor de transcripcién que promueve la diferenciacién de tirotropos, mientras que
SF1 en gonadotropos (Fig. 4). No obstante, se ha demostrado que ambos grupos celulares pueden
presentar plasticidad respecto a su diferenciacién, ya que los gonadotropos pueden convertirse en
tirotropos siempre y cuando Pit-1 se exprese ectdpicamente en la zona ventral del epitelio (Dansen
JS et al., 1999).

Por otra parte, la expresion del factor Gata2 presente en la diferenciacion de ambos grupos celulares,
permite la expresién del promotor de TSH-B, mediante la interaccién entre Gata2 y Pit-1,
diferenciando asi a los tirotropos (Dansen JS et al., 1999; Zhu, 2007).

La diferenciacion de lactotropos esta relacionada con la de somatotropos, debido a que ambos
estan reguladas por la expresién de Pit-1. En somatotropos, ademas de la intervencion de otros
factores de transcripcion, la interaccion del elemento responsable de la hormona tiroidea (TRE) con
Pit-1 y su sitio de unién con el gen activador de GH, permite la especificacion de estos. Mientras que
la definicion de lactotropos se da por la maodificacion del sitio de unién de Pit-1, a través de la
modificacion de su estructura, permitiendo la supresion de la unién con el gen activador de GH,
dando lugar a los lactotropos. No obstante, también se ha reportado que esta diferenciacion puede
ser parcial, resultando no soélo lactotropos, y somatotropos de ella, sino una fase intermedia de
ambos grupos, mamosomatotropos (Fu et al., 2004; Simmons et al., 1990; Zhu, 2007).

5. Ejes Hipotalamo- Hipofisis-6rgano blanco

Los distintos factores hipotalamicos, como se ha descrito anteriormente, son los primeros
reguladores de la actividad enddcrina de la hipdfisis, siendo esta regulacion especifica para cada
grupo celular. Por su parte, la secrecién enddécrina hipofisaria, libera hormonas que regulan a su vez
a distintos, 6rganos blanco. Es decir, existe entre estos tres niveles de organizacion, la formacion de
ejes particulares, que se regulan con factores hipotélamicos especificos, controlando la secrecion de
hormonas endécrinas caracteristicas que a su vez llegaran a un érgano blanco y afectara su funcion.
Se han descrito ampliamente al menos 5 ejes hipotalamo -hipofisis: -génadas, -adrenales, -tiroides, -
higado, -glandulas mamarias. Cada uno juega un rol en la regulacion fisiolégica del organismo, como
puede ser la regulacion del ciclo reproductivo, metabolismo, estrés, de temperatura y sintesis de
proteinas asi como la lactancia (Fig. 5) (Melmed, 2011).
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Figura 5. Ejes hipotdlamo — hipdfisis — 6rgano blanco. Tomado de (Melmed, S., et al., “Williams’s texbook of
endocrinology, Philadelphia: Saunders.” (2011))



5.1. Eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides

El eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides determina la produccién de hormonas tiroideas (THs), siendo
TRH el principal factor hipotalamico que estimula la sintesis y secrecién de TSH, la cual actia como
estimulador en la biosintesis de THs. Las principales (THs), son la tiroxina (T4), y la triiodotironina
(T3), que a su vez controlan la secrecion tanto de TRH como de TSH, mediante una
retroalimentacion negativa. La reduccién de THs en el sistema enddcrino aumenta la concentracion
de TRH y TSH, mientras que la sobreexpresion de estas, tiene el efecto opuesto. Algunas de las
funciones fisioldégicas que realizan las THs, estan involucradas en la regulacion del metabolismo, el
desarrollo del sistema nervioso, y la termogénesis. Asi mismo, pueden llegar a regular el
metabolismo de nutrientes en el higado, y el balance en el flujo sanguineo. Estas acciones se dan a
partir de receptores celulares que reconocen a las THs en cada 6rgano (Ortiga et al., 2016; Nillni,
2010, Nicoletti et al., 1986).

El proceso por el cual TRH, puede estimular a los tirotropos en la adenohipdfisis, y que estos
secreten TSH, es a través del reconocimiento de este factor por dos principales receptores
membranales TRH-R1 y TRH-R2 (Sun & Gershengorn, 2003). TRH-R1 existe s6lo en humano y se
expresa en la adenohipdfisis principalmente, pero también en algunas regiones del cerebro, del
sistema nervioso autbnomo y del tallo cerebral. En roedores se expresa con mayor frecuencia el
receptor TRH-R2, en regiones responsables de las sefiales somatosensoriales. Estos receptores
poseen siete dominios transmembranales con proteinas G acopladas (Fig.4) (Ben-Schlomo &
Melmed, 2010; Sun & Gershengorn, 2003).
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Figura 6. Receptor con siete dominios transmembranales, acoplado a
una proteina G, GPCR. Tomado de (Seitenanfang, 2017)

La expresion del receptor TRH-R1 en la hipdfisis estd mediada por la accién de THs (Sun &
Gershengorn, 2003; Weeke, 1975). Sin embargo TRH, no sélo puede inducir un estimulo en los
tirotropos, sino también estimular la secrecién de PRL en lactotropos, asi como la liberacion de GH
en disfunciones fisioldgicas, como acromegalia, disfuncién hepatica, anorexia nervosa, depresién
psicotica y en algunos casos de hipotiroidismo (Jackson & Reichlin, 1977).

Un estimulo de TRH puede durar aproximadamente 30 minutos, siendo capaz de inducir tanto la
secrecion como la sintesis de TSH en tirotropos. Es decir, un estimulo largo de TRH puede provocar
una respuesta bifasica de TSH, donde el primer pico representa la liberacién de TSH, y el segundo
su sintesis. La secrecion de TSH puede incrementar la liberacién de T4, hormona producida por la
tiroides, principal érgano blanco de la TSH, la cual mediante procesos quimicos puede convertirse en
su forma activa, T3 (Faglia, 1998; Hartnell et al., 1987). Otros factores regulan la respuesta de TSH a
TRH en la adenohipéfisis, como la somatostatina, que inhibe la actividad de TRH y su consecuente
estimulo de liberacion de TSH y PRL, induciendo incluso un hipotiroidismo, si se presentan niveles
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altos de la misma. Asi mismo, la dopamina puede inhibir la estimulacién de TRH, mientras que AMPT
(alpha-methyl-p-tyrosine), inhibidor de la sintesis de dopamina, mejora la respuesta a TRH.

Diversos factores pueden regular la actividad de las neuronas de TRH, especialmente las
hormonas tiroideas, como T4 en su forma activa, T3 interactuando esta Ultima con los receptores de
hormona tiroidea en las neuronas de TRH, reduciendo asi la transcripcion del gen TRH. No obstante,
la T4 por si sola, puede reducir los niveles de TRH en la circulacién del sistema porta hipofisario
(Drigo & Bianco, 2011).

5.1.1. Tirotropos

Como se menciond con anterioridad, los tirotropos son el grupo celular con menor densidad
poblacional, secretan TSH glicoproteina - (28 kDa), la cual regula la secrecion de T3 y T4,
proveniente de las células foliculares de la tiroides, que a su vez, forman parte del asa de
retroalimentacion negativa para los tirotropos. Son considerados como células baséfilas, dentro de la
primera clasificacion de los grupos celulares enddcrinos. Se distinguen de los demas grupos
endocrinos, por sus granulos de secrecion pequefios, aprox (100-150 nm de diametro), ademas de
tener un reticulo endoplasmico rugoso dilatado. Respecto a su morfologia, se pueden presentar
tanto en formas alargadas como en pequefios cumulos celulares (Childs, 2009).

5.1.2. TSH (hormona estimuladora de tiroides)

La TSH, como se ha descrito, es una glicoproteina producida por los tirotropos; de manera general,
la funcion principal de la TSH es la regulacion de la tasa metabdlica del organismo. Tanto la TSH
como la LH y la FSH, asi como la hormona gonadotropina coriénica (hGC), estan estructuradas por
heterodimeros a y 3, unidos por uniones no covalentes. La subunidad B es la que confiere la
especificidad y diferencia entre cada hormona, mientras que la subunidad a es una glicoproteina
comun en éstas hormonas.

El receptor de TSH, junto con los de LH y FSH, son miembros relacionados con la familia de
receptores rodopsina/B-adrenérgica, caracterizandose por tener siete dominios transmembranales.
La peculiaridad de cada uno, es la diferente composicion de aminoacidos que permiten el
reconocimiento de cada unidad 3, segun sea el caso. Algunos dominios de la subunidad [ estan
altamente conservados entre diferentes especies de vertebrados, o bien, existen modificaciones muy
discretas (Ben-Scholmo & Melmed, 2010; Szkudlinski et al., 2002).

Cada subunidad de TSH es codificada por genes separados que se localizan en diferentes
cromosomas. Su transcripcion esta regulada por la estimulacion de TRH, siendo este el mayor
regulador positivo de la expresién del gen de la subunidad TSHpB, a través de la activacién de la via
fosfatidilinositol- proteina cinasa C (P13-K) (Mariotti & Bet-Pecoz, 2016; Melmed, 2010).

Los principales inhibidores de la sintesis de TSH son las THs, ya que en los tirotropos existen
receptores de T3, mientras que la accién de regulacién de T4 en los mismos, se da mediante la via
intrahipotalamica, donde T4 se convierte en T3.

Diversos estudios han probado que la administracién de THs, marca un importante decremento en la
expresion de ambas subunidades o y B-TSH, siendo mayor en la Ultima (Mariotti & Bet-Pecoz,
2016).

El proceso de sintesis de TSH, est& representado por cinco pasos: transcripcion, glicosilacién,
plegamiento, combinacion y almacenamiento.

La transcripcibn de ambas subunidades, ocurre a partir de precursores de RNAs, por
procesos enzimaticos, regulados por diversos factores de transcripcion. Cuando dichos precursores
8



maduran y forman los mRNAs, se localizan en el nucleo de la célula, desde donde posteriormente
seran modificados por traslacién, asociando ambas subunidades y almacenandolas (Sarapura et al.,
2010) (Fig. 7).

La traslacion en ribosomas citoplasmaticos de ambas subunidades es independiente. Este
proceso continda en el lumen del reticulo endoplasmatico, todo mediado por el reconocimiento de
aminoacidos, lo que resulta en la formacion de 118 aminoécidos correspondientes a la subunidad 3
y 92 de la a (Takata et al., 1989).

La glicosilacion de TSH tiene impacto en la activacion de la funcién protéica. La TSH-B tiene una
glicosilacion simple en el residuo asparagina, en la posicion 23, mientras que TSH-q, se glicosila en
dos regiones, en las posiciones 52 y 78 del residuo asparagina (Magner & Weintraub, 1982).

El plegamiento se da enseguida del término de la traslacion, y depende de la glicosilacién, a través
de la formacion de uniones disulfuro que estabilizan la estructura terciaria de la proteina. La
subsecuente combinacion de las subunidades se lleva a cabo en el aparato de Golgi, en donde
también se almacenan en granulos de secrecidon o vesiculas, que son liberadas después de un
estimulo de TRH (Kelly, 1985, Magner & Weintraub, 1982).

Free a-subunit

BmRNA

Figura 7. Sintesis, composicién glicosilica 'y
procesamiento de unidades de TSH. Modificado de
(Melmed, 2010).

5.1.3. Tiroides

La glandula tiroides es una de las mas grandes glandulas endécrinas en el cuerpo, pesa entre 15y
20 g en humanos adultos. Principalmente secreta dos hormonas tiroideas, T4 y T3. Su regulacién se
encuentra dependiente al sistema hipotalamo-hipéfisis. Se encuentra debajo de la laringe y en la
parte anterosuperior de la traquea. Consiste en dos Iébulos laterales conectados entre si por tejido
tiroideo, conocido como istmo. Los l6bulos de la tiroides contienen numerosas estructuras esféricas,
llamadas foliculos, que son las unidades funcionales de esta glandula. Cada foliculo esta cubierto
con una sustancia pegajosa conocida como coloide, la cual esta compuesta por glicoproteinas
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llamadas tiroglobulinas, en donde se resguardan parte de las hormonas tiroideas hasta que el
organismo las requiera.

La tiroides secreta dos hormonas tiroideas principalmente, T4 y T3 de las dos, la primera es la mas
abundante. Sin embargo, la T3 es a nivel de accidn fisiol6gica, por esto se le considera como la
principal hormona tiroidea. Estas hormonas participan la regulacion metabdlica, ya que a través de
su accién, se estimula la oxidacion celular en muchos tejidos, lo que provoca el incremento en el
consumo de oxigeno y calor; la termogénesis también es regulada a partir de estas hormonas. Asi
mismo, estas hormonas son capaces de estimular el metabolismo de carbohidratos, y regular el uso
de glucosa, asi como su absorcion. Los niveles de calcio, agua y la funcion hepatica también estan
bajo la influencia de las hormonas tiroideas (Kristen, 2000).

5.1.4. Sintesis de hormonas tiroideas

La sintesis de estas hormonas depende de la presencia de yodo y aminoacido tirosina, este ultimo
es sintetizado en cantidades suficientes en el cuerpo, por lo que es el sustrato principal que se
combina con yodo para formar las hormonas tiroideas. A diferencia de la tirosina, el yodo se obtiene
a través de la dieta y también se puede absorber por la piel y pulmones. El paso inicial de su
formacion es la absorcion de yoduro, componente de yodo, por los foliculos de la tiroides.
Posteriormente los foliculos activan bombas de yodo, creando un gradiente de concentracién del
fluido extracelular al interior de las células foliculares. Una vez dentro de los foliculos, el yoduro es
oxidado a yodo, por la enzima yoduro peroxidasa. En seguida el yodo se une a la tirosina formando
parte del coloide de tiroglobulinas. La unién de estos dos componentes da lugar a la monoidotirosina
(MIT) y la diiodotirosina (DIT), las cuales se combinaran formando T3, mientras que la T4 se forma a
partir de la union de dos moléculas de DIT (Kristen, 2000).

La liberacion de estas hormonas, involucra un proceso complejo, ya que al estar embebidas
en el coloide de tiroglobulinas que recubre los foliculos, tienen que ser transportados a lo largo del
foliculo antes de que puedan entrar al flujo sanguineo. Ya que las tiroglobulinas no se secretan al
flujo sanguineo, las hormonas tiroideas tienen que romper algunas de estas moléculas, mediante
lisosomas, para poder salir (Sherwood, 2015).

5.2.1. Eje hipotadlamo - hipo6fisis - 6rgano blanco, lactotropos

La TRH es el factor hipotalamico que estimula los lactotropos, ademas de oxitocina, vasopresina,
angiotensina Il, y otros péptidos. Como se mencioné antes, la hormona que secretan es la PRL, la
cual esta involucrada en numerosas funciones fisioldgicas como la lactancia, reproduccién, sistema
inmune, metabolismo, osmorregulacion e incluso comportamiento. Como todas las hormonas
enddcrinas, su secrecion varia de acuerdo a la demanda fisiolégica el organismo (Guilllou et al.,
2015).

El TRH-R, se encuentra presente no soélo en tirotropos, sino también en lactotropos, gonadotropos e
inclusive somatotropos, lo que significa que dicho factor hipotalamico puede llegar a estimular a
cualquiera de estos grupos celulares enddcrinos. Sin embargo el que exista un estimulo en estos, no
necesariamente garantiza la secrecién de la hormona correspondiente, en este caso la PRL (Hinkle
et al., 1973).
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5.2.2. Lactotropos

Los lactotropos, o también conocidos por células de prolactina, estan dentro del grupo de células
aciddfilas de la hipdfisis. Se distinguen por su forma angular o estrellada. Ademas, tienen una
capacidad de proliferacién muy caracteristica, especialmente en la etapa de madurez del organismo,
presentan actividad eléctrica espontanea, pueden ser estimulados por varios factores hipotalamicos,
y pueden existir células con secrecion dual (GH y PRL), y alta actividad de secrecion y sintesis de
hormona (Ben & Liu, 1992).

En roedores, el contenido granular de secrecién es de gran tamafio. Estos granulos presentar formas
irregulares. Sin embargo, en humanos los granulos de secrecién son pequefios, y prevalecen las
formas irregulares. Poseen un reticulo endopldsmico apilado y con estructura laminar.
En condiciones normales, los lactotropos pueden representar de un 15 a un 26% de la poblacion total
de células enddcrinas en la hipdfisis. Mas aun, la poblacion puede ser mayor en hembras.

En algunos estudios, se ha llevado a cabo la separacién celular, donde los lactotropos se separan
como un grupo de células pequefias en el cual un subconjunto estd conformado por somatotropos
sensibles a estr6genos, que contienen GH y PRL (Childs, 2009).

Ya que los lactotropos carecen de un érgano blanco especifico, es decir, la PRL tiene diversas
funciones fisiolégicas, los lactotropos carecen de un asa de retroalimentacién negativa. No obstante,
existen reguladores enddcrinos que controlan su produccién, especialmente secretados desde el
hipotadlamo (Ben & Liu, 1992).

5.2.3. Dopamina (DA)

EL principal factor de inhibicion (PIF) de los lactotropos es la dopamina, una catecolamina
(monoamina) con un nucleo catecol. Todos los neurotransmisores catecolaminas comparten una via
de sintesis comun, comenzando con la metabolizacion del aminoacido tirosina, resultando
dihidroxifenilalanina (DOPA), que es luego descarboxilada formando finalmente dopamina (Daubner
et al., 2011).

Existen varios receptores de dopamina, pero los dos involucrados en la regulacién enddécrina

son, D1 y D2. En lactotropos se expresa D2, acoplado a proteina Gi (Caron et al.,, 1983). Su
disfuncién puede provocar la hiperplasia de lactotropos, hiperprolactinemia, el incremento en la
produccién de lactotropos, asi como de su secrecién y adenomas lactotropicos (Asa et al., 1999;
Freeman et al., 2000).
Cuando la DA se une al receptor tipo 2 en lactotropos, provoca el decrecimiento de adenilciclasa y de
cAMP, aumentando el flujo de K+ e inhibiendo la produccién de IP3, teniendo como consecuencia la
disminucion de la concentracion de [Ca?*]i, y la subsecuente inhibicion de secrecién (Vallar et al.,
1989).

Las neuronas hipotalamicas encargadas de la secrecion de DA, estan localizadas en el nacleo
arcuato y en el periventricular. También participan las neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas
(TIDA), cuyos axones proyectan hacia la zona externa de la eminencia media, y es considerada
como la mayor fuente de dopamina en la adenohipdfisis. Aungue los niveles de prolactina en suero
sanguineo son similares en machos y hembras, en condiciones basales, los niveles de DA en la
circulacion hipofisaria es cinco a siete veces menor en machos (Freeman et al., 2000). Otra funcion
de la DA en la hipdfisis es la inhibicidn de secrecion de MSH, de los melanotropos, localizados en el
I6bulo intermedio (Lerant et al., 1996).
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5.2.4. PRL

Como se ha mencionado con anterioridad, los lactotropos, producen PRL, que es una hormona
polipeptidica formada por 199 aminoacidos. Una comparacion de secuencias homoélogas del
contenido de aminoacidos demuestra que, entre especies, existe un alto grado de variacién entre
mamiferos y no mamiferos. Otro aspecto de su composicién es que la estructura cuaternaria de la
proteina es similar a la de GH (Keeler et al., 2003). Una de sus principales funciones de esta
hormona, es la activacién de produccién de leche en hembras. Por otra parte, se ha reportado que el
incremento en los niveles de PRL es comin cuando existe un tumor (Keeler et al., 2003).

Los receptores de PRL también son expresados en las neuronas dopaminérgicas,
funcionando con un mecanismo de regulacidn negativo. Al incrementar los niveles de PRL, esta
fomenta la expresion de tirosin-hidroxilasa, enzima involucrada en la sintesis de DA, incrementando
su expresion y controlando asi, los niveles de produccién de PRL. En otras palabras, todos los
factores que incrementan la secrecion de PRL, también generan la produccién de DAy su liberacion,
esto incluye a los estrégenos, y lactogenos placentarios (Freeman et al., 2000). Los estrégenos
incrementan la produccion de PRL, mediante la reduccién de la expresién de receptores a DA.
Contrariamente, los lactogenos placentarios, inhiben la produccidn de tirosin-hidroxilasa y por lo
tanto, la formacién de DA (Demarest et al., 1983) (Fig 9).
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Figura 9. Via de sefializacion de la sintesis de PRL por estrégenos e inhibida por
DA. Receptores transmembranales en lactotropos, D2, TRHR, VIPR. Canales de
K+ y receptores de estr6genos. Modificado de (Melmed, 2010)

5.2.5. Sintesis de PRL

El polipéptido PRL, se encuentra arreglado en una cadena simple de aminoacidos con tres puentes
disulfuro, conservados entre los residuos cisteina. El plegamiento de la misma, forma cuatro alfa
hélices antiparalelas, similar a la estructura terciaria de GH (Keeler et al., 2003). Sin embargo, el
patron de sintesis de la misma, varia de acuerdo a la demanda fisiolégica del organismo.

Las modificaciones post-trasduccionales, como la glicosilacion, fosforilacion, unién proteolitica, y
polimerizacion, influye directamente en su estabilidad, y en la union al receptor (Tuazon et al., 2002).
La PRL se fosforila en el aminoacido serina en la posicion 194 y 163. Este proceso puede reducir su
actividad, aunque existen reportes en los que se muestra que pueden existir isoformas de PRL,
fosforiladas y no fosforiladas durante etapas del ciclo estral, y algunas fases reproductivas en macho,
sugiriendo que esta modificacién tiene un significado funcional (Williams et al., 2007). Ademas, la
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glicosilacion de PRL, también se muestra variante, de acuerdo a la alta 0 baja demanda requerida
por el organismo (Sinha, 1995).

6. Secrecion hormonal hipofisaria

Hasta ahora se ha abordado el tema de secrecion de manera somera, nombrando Unicamente las
hormonas que se secreta en los distintos grupos celulares, y en especifico tirotropos y lactotropos.
Pero existe toda una maquinaria de sefializacion que involucra la activacibn de canales
transmembranales de las células enddcrinas, permitiendo que un estimulo de factor hipotalamico de
paso a la secrecion de hormonas hipofisarias.

6.1. Canales i6nicos en la hipéfisis

Al ser las células endécrinas células excitables, son capaces de producir un potencial de accién, a
través del intercambio de iones transmembranales. Uno de los procesos que este intercambio
provoca esta involucrado en la exocitdsis, mediante el flujo de calcio intracelular [Ca?*]i, regulado por
canales dependientes de voltaje (VGCC) presentes en la membrana plasmatica (Van Goor et al.,
2001).

Mas aun, existen otros canales ionicos caracteristicos de las células excitables, que son expresados
en las células enddcrinas de la hipdfisis. Estos pueden ser: dependientes de voltaje, como los de
Ca?*, Na+ y K+; canales de Clz- y transportadores; receptores de IP3 y Rianodina, y canales
controladores STIM (Stojilkovic et al., 2010).

Los VGCC poseen dos funciones principales, la regulacién y la produccién de actividad
eléctrica por el intercambio de iones. Electrofisioldgicamente se encuentran divididos en dos grupos:
el primero, conocido como los canales activados por alto voltaje, que requieren una despolarizacion
fuerte para poder modificar su estructura y abrirse. Dentro de este grupo se encuentran los canales
tipo L-,N-,P/Q- y R. El segundo grupo, se conoce como canales activados por bajo voltaje, y se
necesita una corriente de despolarizacién baja para su apertura, por lo que una despolarizacion
fuerte, puede provocar incluso su inactivacién. Dentro de este grupo se ubican los canales del tipo T-
(Stajilkovic, 2010).

6.2. Secrecibn en tirotropos

Como se ha mencionado, los receptores a factores hipotalamicos que poseen las células endécrinas
son GPCR’s, y su accion trabaja en conjunto con los canales Ca?*dependientes de voltaje.
Cuando la TRH se une al TRH-R en la membrana plasmatica de los tirotropos, la subunidad a de la
proteina Gg/11, se disocia y activa la fosfolipasa C (PLC), resultando la hidrélisis de fosfatidilinositol
4,5-bifosfato (PIP2) y la produccién de segundos mensajeros: diacilglicerol (DAG) e inositol 1, 4, 5-
trifosfato (InsP3). Este Ultimo genera la movilizacion de Ca?* desde los reservorios intracelulares,
mientras que DAG activa la proteina kinasa C (PKC), que fosforila factores de transcripcion,
activando la transcripcién de la subunidad 3 de TSH vy, reduciendo la despolarizaciéon membranal a
través del flujo de Ca?*. La PKC también se encuentra involucrada en la sintesis de maquinaria de
secrecién, aunado a su participacion en el proceso de exocitosis y el rearreglo del citoesqueleto,
posterior a este proceso (Fig. 10).
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Figura 10. Via de sefializacion de TRH generadora de la sintesis y liberacion
de Ca®*. Modificado de (Hinkle, 2012).

Por otra parte, en el lumen del reticulo endoplasmico los niveles de Ca?* se mantienen altos, debido a
la actividad de la bomba SERCA ATPasa saco-RE Ca?", localizada en la membrana del mismo. En
ella, también se encuentran canales de Ca?* que regulan su gradiente de concentracion. Los
receptores de InsP3 presentes en la membrana del reticulo endoplasmico, tienen un papel importante
en la liberacién del Ca?* almacenado en el lumen del mismo, ya que cuando InsP3 se une a éste,
permite la salida de Ca?*por la activacion de los canales VGCC, lo que genera un aumento en la
concentracién citoplasmaética del mismo ién. Sin embargo, el InsP3R, también puede controlar la
salida de calcio, mediante su bloqueo, dicho proceso ocurre justo después de una liberacion
exhaustiva (Duran & Fiordelisio, 2013; Hinkle, 2012).

Al aumentar las concentraciones de Ca?* en el citosol, se fomenta la madurez de las vesiculas
formadas por el aparato de Golgi, que contienen TSH, sintetizado previamente, lo que permite la
exocitosis de su contenido (Stojilkovic, 2005).

6.3. Flujo de Ca2+ en Lactotropos

La via de sefializacién en lactotropos se encuentra regulada por la activacion de dos receptores
principalmente, TRH-R y D2 donde la sefializacion de TRH-R, es igual a la de tirotropos, mientras
gue cuando la DA se acopla al receptor D2, se produce una inhibiciéon del flujo espontaneo de [Ca?*]i,
(VGCI), inhibiendo la actividad de los canales del tipo T y L y la inhibicién de la liberacién de PRL.

Los receptores de DA estan asociados con proteinas G i/o sensibles a toxina pertussis (PTX).
Ademds de provocar la inhibicion de la liberacion de PRL, se ha reportado también que la DA puede
estimular su secrecidn, en bajas concentraciones, mediante la generacion de la hiperpolarizacién
membranal, fomentando el incremento de Ca?* a través de los canales VGCC tipo L principalmente,
propiciando asi la liberacion de PRL (Christensen et al., 2011; et al., 2008; Missale et al., 1998).

Por otra parte, otra de las vias que se ven afectadas, en la activacion de D2 es la accion de dos
mensajeros intracelulares cAMP y Ca?*, que participan en el control de la fusion vesicular con la
membrana plasmatica, y su consecuente liberacion hormonal. La dopamina, también inhibe la
actividad de la adenilciclasa (AC), lo cual contribuye a la inhibicion de la sintesis de PRL (Fig. 9)
(Gonzalez-Iglesias et al., 2008).

14



7. Rol de la hipéfisis ante cambios fisiologicos

Las funciones de la hipdfisis son de gran importancia durante los cambios fisiol6gicos de los
organismos, como la regulacion del crecimiento, el metabolismo, lactancia, respuesta al estrés y
reproduccién (Le Tissier et al., 2012). Estos cambios se ven alterados en las distintas etapas de
crecimiento, es decir, en mamiferos, los cambios mas evidentes son: la pubertad, donde se
incrementa el desarrollo gonadal y la actividad de las glandulas adrenales; la madurez, en donde la
hormona del crecimiento sigue haciendo su funcién en cambios anatoémicos del esqueleto, al igual
que LH y FSH, en el establecimiento de los ciclos reproductivos, asi como también se maximiza la
actividad tiroidea; en hembras, también se da un cambio importante fisiolégico durante el embarazo y
lactancia; y por ultimo la senectud (Finch, 1976).

7.1. Ciclo estral

En la mayoria de los mamiferos, al ciclo reproductivo en hembras, se le conoce como ciclo estral.
Existen cuatro fases de este ciclo: proestro, estro, diestro 1 (metaestro), diestro 2, teniendo una
duracion de 4 a 5 dias, en roedores. En humanos y en general en primates, se le conoce como ciclo
menstrual y tiene una duracion de aproximadamente 28 dias. La principal regulacion del mismo
depende del eje hipotdlamo-hipdfisis-génadas. Cuando la GnRH es liberada del hipotalamo, se
estimula y lleva a cabo la secrecién de LH y FSH, que viajaran por el torrente sanguineo hasta llegar
a sus respectivos receptores en los ovarios (Caligioni, 2009). Una vez recibidas, los foliculos ovéaricos
secretan E2 (estrogenos) que viajan al hipotdlamo, generando un nuevo estimulo, esta vez no
solamente de GnRH sino también de TRH, por lo que se alnan a este proceso los lactotropos y
tirotropos. La regulacion mediada por estrdgenos, abarca tanto a la actividad de las neuronas GnRH,
como también a la secrecién de PRL, ya que esta puede llegar directamente a los lactotropos y
estimular su secrecion, como anteriormente se ha descrito (Caligioni, 2009; De Léan et al., 1976).

En cada una de estas fases el ovario, Utero y la vagina sufren distintos cambios, involucrados en

la preparacién de la ovulacion. Es decir, durante proestro, las células epiteliales nucleadas,
predominan en las citologias vaginales. Esta etapa corresponde al dia de pre-ovulacién, cuando E2
incrementa y por la noche, como consecuencia, existe un pico de secrecion de LH y FSH, que dan
partida a la ovulacion. En el ovario los foliculos crecen rapidamente, debido a estos estimulos
hormonales, mientras que el Utero se vuelve mas vascularizado, y los leucocitos desaparecen de la
mucosa. Ademas las glandulas endometriales se hipertrofian; en la vagina, el epitelio se adelgaza.
En estro, los niveles de estrogenos disminuyen, pero existe el primer pico hormonal de prolactina. En
el ovario, la ovulacién ocurre justo 10 hrs después de entrar en esta fase; el Utero gana mas
vasculatura, y las células epiteliales se desarrollan al maximo. El frotis vaginal se caracteriza por
células epiteliales cornificadas anucleadas (Caligioni, 2009).
Al inicio del metaestro, los niveles hormonales que prevalecen son los de progesterona y
corresponde al inicio de la fase de activacion del cuerpo IUteo, aunado a este pico hormonal, esta el
incremento de estrégenos nuevamente, que facilita esta activacion. En el ovario se encuentran varios
cuerpo luteos formados que secretan esporadicamente y en corto tiempo, pequefios foliculos; el
Utero decrece en tamafio y aumenta su vasculatura; en el frotis vaginal se encuentra una mezcla de
los tres tipos celulares, hasta ahora mencionados (Fig. 11c,b). Por ultimo en diestro, todos los niveles
hormonales permanecen bajos, a excepcion de los de progesterona, correspondiente a la fase latea
terminal. La regresién del cuerpo liteo se da a partir de la salida de esta fase, y el decaimiento de
progesterona. En el ovario, se encuentran pequefios foliculos presentes con cuerpos lateos aun; el
Utero permanece pequefio y poco vascularizado; el frotis vaginal es predominado por leucocitos (Fig.
11) (Caligioni, 2009; Byers et al., 2012; McLean et al., 2012).
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Figura 11. Representacion de los cambios citoldgicos durante las distintas fases del ciclo
estral. a) Picos hormonales de (LH, FSH, PRL, progesterona y 17-B estradiol), a lo largo de las
fases del ciclo estral. b) Cambios en la poblacién celular de las citologias en cada fase del ciclo
estral. ¢) Representacion de los tres tipos celulares que se observan en las citologias vaginales
en a). A) Células epiteliales nucleadas presentes en Metaestro y en Proestro; B) Células
cornificadas presentes en Metaestro, Estro; C) Leucocitos presentes en Proestro, Metaestro y
Diestro. Modificado de (McLean et al., 2012)

8. Rol endécrino de lactotropos y tirotropos en la lactancia y ciclo reproductivo

Algunos estudios sobre la estimulacién hormonal en el ciclo reproductivo de modelo murino sugieren
gue durante el incremento en los niveles de PRL, es decir en las fases proestro y estro, existe una
estimulacién directa de las neuronas TRH en el hipotdlamo, que a su vez generan la liberacién de
PRL desde el estimulo de lactotropos. Sin embargo, como se menciond previamente, la TRH puede
generar un estimulo tanto en lactotropos como en tirotropos, por lo que también se ha reportado que
los cambios en los niveles de TSH en suero sanguineo, de modelo murino, tienen un ligero cambio a
lo largo del ciclo reproductivo, siendo mas altos en proestro y estro, consecutivamente. Mientras que
en metaestro y diestro estos niveles permanecen bajos (De Léan et al., 1977).

PRL es bien conocida como la principal hormona estimuladora de lactancia en el ciclo
reproductivo incluyendo la mamogénesis (desarrollo de las glandulas mamarias), lactogénesis
(sintesis de leche), galactopoyesis (frecuencia de la secrecion de leche). EI mayor estimulo que
afecta la secrecion de PRL es la succion por lactancia, ya que mediante la contraccion de musculos
se emite un estimulo electroquimico que favorece su produccion, incluso éste puede ser tan eficiente
y llevar a cabo la supresion de la accion inhibitoria de DA, en caso de alta demanda de PRL
(Sheward et al., 1985).
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Sin embargo, también juega un rol importante en la ovulacion, teniendo actividad luteotrofica y
luteolitica. También se le ha relacionado con el comportamiento reproductivo, involucrando al cuidado
parental (Freeman et al., 2000).

En roedores se ha estudiado la actividad de PRL, en el ciclo reproductivo, sobre todo en la

funcion IGtea, justo antes de la ovulacién. Su accién luteotréfica puede mantener la estructura y
funcion del cuerpo IUteo 6 dias después del apareamiento (Freeman et al., 2000). Dicha accion se ve
enriquecida por la secrecién de progesterona. A su vez, PRL puede incrementar la secrecion de
progesterona mediante dos vias: potencializando la los efectos esteroidogénicos de LH en las células
luteales y bloqueando la via de inactivacion de progesterona (Fig.12) (Smith et al., 1976).
Por otra parte, el rol luteolitico de PRL tiene lugar en la induccion de la muerte programada del
cuerpo llteo, a través de la regulacion del incremento de linfocitos, especialmente en la etapa de
proestro, del ciclo estral (Freeman et al., 2000). Si bien este mecanismo por el cual PRL puede ser
luteotrofica como luteolitica, adn permanece incierto.
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Figura 12. Comparacion de los niveles de prolactina y progesterona en suero
sanguineo de ratas estudiadas en dos condiciones: pseudoprefiadas y controles, a
lo largo del ciclo estral, donde se muestra un pico hormonal simultaneo de prolactina
y progesterona. Especialmente en proestro, en ambas condiciones. Modificado de
(Smith et al., 1976)

La TSH tiene también tiene su accion en la lactancia, ya que puede beneficiar el estimulo de

secrecién de PRL, pero no es indispensable, ya que en su ausencia, este proceso puede seguirse
efectuando (Sheward et al., 1984).
No obstante, la accién de TSH durante el ciclo estral no esta directamente involucrada con la
ovulacion, pero si con la regulacion fisiolégica del organismo en este ciclo. Como se habia
mencionado, durante este ciclo, existe la liberacién de diversas hormonas esteroideas, entre ellas,
los estrégenos. Aproximadamente un 10% de las células enddcrinas poseen receptores a
estrégenos, y entre estos se encuentran los tirotropos. De hecho en (Oishi et al., 1993), se afirma que
la capacidad de proliferacion celular endocrina, sufre cambios a lo largo del ciclo estral, teniendo
mayor cambio tanto lactotropos por gonadotropos. Sin embargo, los tirotropos incrementan su
poblacion también en estro, donde existe el mayor pico de secrecion de estrégenos, en el ciclo estral
(Sekuli¢, 2003).
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Il. Antedecentes

1. Plasticidad funcional y Mecanismos de regulacion

Los antecedentes de este estudio se destacan por la descripcion de cada uno de los mecanismos
qgue regulan la funcién hipofisaria. Una de ellas es la materia prima de todas las demas, y es la
comunicacion celular. Existen tres principales vias de informacion entre las células enddcrinas, la
autocrina, paracrina y yuxtacrina. La comunicacién autocrina, existe mediante la liberacion de
factores, generalmente péptidos, que son reconocidos por la misma célula que las secretd, de
manera autorregulatoria, como la endotelina, vasopresina y angiotensina I, en tirotropos y
lactotropos, que regula la propia liberacion de TSH y PRL, respectivamente (Schwartz & Cherny,
1992). La comunicacidn paracrina, se caracteriza por la sefializacion, ya sea molecular, o idnica, que
se da de una célula hospedera a otra célula vecina. Esta via de comunicacién, se limita a las células
cercanas, por lo que es considerada una comunicacion local (Fig.13a). Algunos de estos factores son
péptidos, pero también hay mensajeros quimicos, como GABA y glutamato. Dichos mensajeros
guimicos son capaces de alterar la actividad de [Ca?*]i, por su interaccion con los canales (VGCC).
Un ejemplo de factores paracrino en tirotropos y lactotropos es, VIP (péptido intestinal vasoactivo),
gue promueve la secrecion de PRL, y GH, o la galanina, que también se secreta a partir del estimulo
de TRH, y puede activar a gonadotropos, somatotropos y lactotropos (Alberts et al., 2008; Hodson et
al., 2012; Schwartz & Cherny, 1992). Finalmente, la comunicacion yuxtacrina (Fig. 13b), la cual
requiere de una comunicacion cercana membrana con membrana con la célula vecina, para permitir
la llegada de los factores yuxtacrinos. Generalmente se le atribuye la accién de receptores
membranales como principales vias de transmision. Uno de los mayores factores yuxtacrinos
conocidos en la adenohipofisis es la anexina 1, que se expresa en las células foliculoestrelladas
(Hodson et al., 2012).
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Figura 13. Principales tipos de comunicacion en células enddcrinas. a) Comunicacion yuxtacrina en la cual se comunica a
través de canales i6nicos de una célula vecina a otra. Se muestra que el principal ién activador es el [Ca?*]i. b)
Comunicacion paracrina, en donde una célula puede activar a otra célula vecina a través de metabolitos o moléculas
secretadas activadoras de GPCR’s. c) Comunicacion a distancia favorecida por las células foliculoestrelladas que
permiten la transmision de sefiales eléctricas entre células endécrinas lejanas. En este caso las células endécrinas son
capaces de activar a las foliculoestrelladas por factores paracrinos, entre ellos el 6xido nitrico. Modificado de (Hodson et
al., 2012)

A

También existen otras vias de comunicacién ya sea por uniones gap, o bien, las mismas
conexiones de las células foliculoestrelladas, que como se describieron desde el inicio, son las Unicas
gue poseen prolongaciones citoplasmaticas en la adenohipéfisis. Las uniones gap, pueden transmitir
sefiales tanto metabdlicas como eléctricas entre células. Estan compuestas por seis unidades de
proteinas conocidas como conexinas. La conductancia a través de estas uniones es dependiente de
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cambios en la fosforilacion, voltaje e incluso sefializacion de Ca?* siendo asi regulada por diversos
factores. Inclusive factores de regulacion de [Ca?*]i, pueden ser transmitidos a través de estos poros
proteicos, activando la movilizacién de [Ca?*]i en otras células (Hodson et al., 2012).

Por otra parte, las células foliculoestrelladas, pertenecientes al grupo celular no enddcrino, tienen una
densidad poblacional del 10 % en la adenohipéfisis, y su rol principal, es brindar soporte a la
glandula, ademas de que son capaces de cambiar su potencial de accién, indicando cambios
espontaneos de [Ca?*]i. Debido a que estas células, también se encuentran conectadas entre si
mediante uniones gap, son capaces de propagar una sefal eléctrica por grandes distancias. Sin
embargo, la accién exacta por la cual esta propagacion de sefial puede llegar a comunicar células
endocrinas distantes, aln es poco clara (Hodson et al., 2012; Hodson et al., 2012).

1.1. Densidad poblacional

Se ha abordado someramente la capacidad de proliferacién en las células endécrinas siendo que
algunos grupos endocrinos tienen mayor facilidad proliferativa que otros, como son los lactotropos,
somatotropos y gonadotropos. Esta accidon generalmente esta asociada a un estimulo o aumento en
la demanda fisiolégica. Como lo explica (Oishi et al., 1993; Le Tisier et al., 2012), en modelo murino,
las hembras, durante la lactancia aumentan sus densidad poblacional de lactotropos, y
gonadotropos. Asi mismo a lo largo del ciclo estral existe un reajuste de poblaciones endocrinas que
favorecen su funcionamiento. Este proceso se encuentra regulado, por la asas de retroalimentacion
correspondientes a cada eje hipotalamo-hipdfisis, pero también puede verse estimulado por las vias
de comunicaciéon mencionadas arriba. Otro ejemplo de esto es el aumento de somatotropos durante
uno de los cambios fisiol6gicos mas importantes, la pubertad (Fig. 14).

Physiological status

PRL-notwork

Figura 14. Cambios en la densidad poblacional de lactotropos (en rojo) y
somatotrpos (en verde) en modelo murino. Se observa que en la red de
lactotropos, durante la lactancia la poblacién celular incrementa, y una vez
que para comienza a normalizarse. En la red de somatotropos, el punto de
mayor densidad esta justo en la pubertad e incluso prevalece un poco
pasando esta etapa. Modificado de (Le Tisier et al., 2013).
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1.2. Multifuncionalidad y transdiferenciacién

Otro mecanismo de regulacion endocrina en la hipofisis es la multifuncion, lo que quiere decir que las
células enddcrinas dejan de ser tan especificas en su secrecion y activacion, teniendo secrecion
paraddjica (secrecion hormonal no correspondiente), y multirrespuesta (activandose por factores
hipotalamicos no correspondientes).

Se ha reportado que algunas células enddcrinas son capaces de liberar y almacenar mas de una
hormona, y de ser estimuladas por mas de un factor hipotaldmico, promoviendo asi la secrecion
paradéjica, por ejemplo, existen lactotropos que pueden producir y liberar GH y PRL (Nufiez et al.,
2003), aunado a la presencia de mas de un tipo de receptor a factores hipotalamicos, que permite el
estimulo de secrecion (Melmed, 2010). Los tirotropos se han caracterizado como grupo polihormonal,
ya que pueden sintetizar, GH, ACTH, e incluso PRL. Este evento se da generalmente cuando existe
un impulso fisiolégico, un ejemplo de esto es el estrés por frio, generando la produccion de ACTH en
tirotropos, o el hipotiroidismo, que puede generar la sintesis y liberacibn de GH, ambos como un
mecanismo de compensacién (Villalobos et al., 2004).

Por otro lado, la transdiferenciacion en células enddcrinas, también es comun ante alteraciones
fisiolégicas. Este proceso implica que algin grupo celular puede ser capaz modificarse y
diferenciarse en otro grupo celular endécrino. Estas células, expresan distintos mRNAs que permiten
la transcripcién de mas de una hormona, no necesariamente especifica, bajo cierto estimulo. Sin
embargo, resulta incierto como es que una tipo célular enddcrino pasa a ser otro, ya que hasta ahora
s6lo existen registros de somatotropos que también reaccionan a TRH y secretan PRL, es decir,
somatolactotropos, o que pueden secretar LH y FSH y ser estimulados por GnRH,
somatogonadotropos. Ambos son considerados como una etapa de transicibn que involucra la
transdiferenciacion, eventualmente (Villalobos et al., 2004; Chillds, 2002).

2. Redes

Las redes o grafos se pueden definir coloquialmente como un conjunto de objetos que tienen una
relacion de comunicacion u otro tipo de interaccion, es decir una conexion, entre si, por la cual se
difunde informacién, desde un objeto a otro. Estas han sido aplicadas en analisis de distintos
sistemas, ya sean sociales, econémicos, politicos, y por supuesto biologicos. En sistemas bioldgicos
se han aplicado analisis de redes con distintos enfoques, ya sea en la codificacién génica o proteica,
en interacciones conductuales, epidemiologia, virologia, comunicacion celular, entre otros. Su
aplicacion, favorece la descripcion de diversos sistemas, como los nombrados anteriormente, ya que
permite una aproximacion a sus componentes de interaccion. Por ejemplo, en los mapas celulares se
puede estimar con detalle la lista de interacciones que intervienen en la comunicacion célula-célula,
mediante las uniones celulares, como las mencionadas en el apartado II.1: uniones GAP, estrechas,
adhesinas, entre otras (Barabasi, 2016; Le Tissier et al., 2012; Ruohoen, 2003).

El origen de la teoria de grafos o redes, tuvo lugar en 1735 en Kodnigsberg, al este de Prussia,
donde Leonhard Euler, matematico suizo, dio una solucion a la problematica de esa region, ya que
en ese momento se habian construido siete puentes a través del rio Pregel, que rodeaba la ciudad.
Cinco de estos, se conectaban con la isla Kneiphof, los otros dos, unian otra zona del rio. Este
arreglo permitié abrir una importante interrogante: ¢Se podia atravesar los siete puentes sin nunca
cruzar mas de una vez, alguno?

Euler representé cada una de las cuatro areas separadas por el rio, con las letras A-D, enseguida
conecto con lineas de acuerdo a las localizaciones de puentes, asi construyé un grafo cuyos nodos
eran las areas y las conexiones los puentes. Con una simple observacion, desarroll6 las vias mas
cortas en las que se podia atravesar dichas areas, sin cruzar mas de una vez el mismo puente (Fig.
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15). Cada via tuvo un inicio y un fin, ademéas de que no existia ningn nodo sin union. Asi, se usé un
grafo, por primera vez, en la solucion a un problema con vision matematica, probando dos mensajes
importantes: muchos problemas pueden ser mas simples si se representan con un grafo; y el
segundo, la existencia de vias o caminos no depende de la ingenuidad de encontrarlas, pero ésta es
una propiedad de los grafos (Barabasi, 2016).

C

2
A D
S

Figura 15. Representacion del ejemplo de puentes en la regién de Prussia.
a) Esquema de las regiones denominadas por las letras A-D, con sus
respectivos puentes. b) Esquema descrito por Leonhard Euler en 1735,
modificando las regiones en nodos y los puentes en conexiones. Modificado
de (Barvasi, 2016)

Podemos definir a un grafo G como un sistema de triple orden (V(G), E(G), ¢c). Donde V(G),
corresponde a la cantidad de vértices o nodos que lo conforman, E(G) las conexiones que unen a
cada uno de estos nodos, y G la incidencia de conexion de cada unidn. Es decir si e es una union, y

u y v son nodos, @G (e) = uv. Ejemplo:

G = (V(G), E(G), ¥a)
Donde:
V(G) ={v,, V2, U3, Vs, s}
E(G)={e1, €1, €3, es, €s, €6, €1, €s}

Y ¢ esta definida por:

Ucle) = 010z, Yole:) = vavs, lﬁc(é:) = 03U3, Poles) = vats

Pales) = vava, Poles) = vavs, Yiales) = vavs, Ygles) = v20s
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Las uniones de una red, pueden tener o no direccién, es decir una red que tiene todas sus
conexiones con direccion, se le conoce como red direccionada, un ejemplo de ellas, son las redes
génicas, donde se sabe que factor de regulacién activa o inhibe a un gen (Martin et al., 2016). Por
otro lado, las redes cuyas uniones no poseen ninguna direccién, son conocidas como no
direccionadas; muchas de ellas pueden estar en las redes neuronales o en general en la
comunicacién celular (Barabasi, 2016; Bondy & Morty, 1976). Existen tres parametros que describen
de forma general las caracteristicas de las redes. Una es el grado de conexion, en donde se
representa el nimero de uniones que conectan a cada nodo. Formulando esta idea, se denota ki,
siendo i el iésimo nodo de la red (k1 = 2, k2 = 3, k3 = 2, k4 = 1). En una red no direccionada el
namero total de uniones, puede expresarse como:

. N
i=1
Donde al tomar ¥ de la suma de las uniones, elimina el conteo doble de la misma, evitando la
sobreestimacion de conexiones.
El segundo parametro es el promedio de conexion, que en redes unidireccionales, es estimado a
partir de L:

N
<$> = T t+Tot...tTN = % EE;’

N :
i=1

Al tomar 1/N de la suma, se estandariza el promedio a la muestra total tomada de la red de interés.
Por udltimo, el pardmetro que indica la probabilidad que un nodo elegido aleatoriamente, esté
conectado en la red, se conoce como la distribucion de conectividad pk. En una muestra infinita:

Para aquellas redes cuya muestra de nodos es finita (N), que es el caso de la mayoria de las redes
en la naturaleza, esta probabilidad esta dada por:

_ Ni
L

Donde Nk es el numero de grado del nodo k, es decir, la cantidad de conexiones que tiene un nodo,
sobre el nimero total de nodos (Barabasi, 2016; Ruohoen, 2003).

2.1. Redes en la adenohip6fisis

Desde los afios 80’s, se empez6 a analizar muchos sistemas naturales con la teoria de grafos. Sin
embargo, en los sistemas biol6gicos, se aplicd por primicia en las neurociencias, y a la fecha se
siguen haciendo analisis de redes neuronales, con el fin de entender la complejidad del
funcionamiento cerebral, asi como el nivel de plasticidad neuronal que implica (Barabasi, 2016).
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Actualmente se sabe que el sistema de la hipdfisis tiene una estructura tridimensional, en la
cual interactian todos sus componentes celulares, lo que permite ampliar la perspectiva de estudio y
de conocimiento sobre la regulacion que en ella se lleva a cabo. Desde el 2010, varios estudios han
afirmado la presencia de redes enddcrinas en la hipéfisis (Fig. 16), principalmente en grupos
celulares como lactotropos, y somatotropos (Fauquier et al., 2001; Hodson et al., 2010; Hodson et al.,
2011; Sanchez et al.,, 2010; Schaeffer et al., 2011), teniendo en consideracion las vias de
comunicacién celular que existen (Fig. 13) ademas de la facilidad que brinda la comunicacién de los
grupos enddcrinos con las células foliculoestrelladas. Por esto, las redes enddcrinas han sido
consideradas como otro tipo de regulacion de la glandula, enriqueciendo su nivel de plasticidad. Ya
gue fortalece la explicacion de la presencia de los picos hormonales, o0 aumento de secrecion, que se
observan en diferentes etapas fisioldgicas, como en el ciclo reproductivo Fig.(11 y 12). Es decir la
presencia de dichos aumentos de secrecidn, no estan dados por la secrecién de sélo un conjunto de
células en la hipdfisis, sino que se encuentran comunicadas e inclusive en muchos casos, en
coordinacion, lo cual favorece la presencia de los mismos (Bonnefont et al., 2005). La mayoria de
estos estudios, estdn hechos mediante un analisis global heuristico, es decir, se describen los tres
parametros de redes arriba mencionados y descritos. Por ejemplo, en el estudio de (Hodson et al.,
2010) se describe de forma general la funcién celular enddcrina, y el tipo de redes que se pueden
caracterizar si se aplica un andlisis heuristico global, como redes aleatorias, de libre escala y de
simple escala (Fig.16) (Apéndice 1). No obstante la descripcion de las redes, resulta compleja.
Afortunadamente, ahora existen otros métodos que ayudan a su descripcion desde su morfologia,
mediante la aplicacién de topologia aunado al andlisis heuristico cotidiano, arrojando pardmetros
comparativos en la estructura in situ de la red. A este tipo de analisis se le conoce como heuristico
local, o small world networks (Przulj, 2007).

{ai) Random network (Bi) Scale-free network (ciy Single-scale network
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Figura 16. Caracterizacion de las redes, segin su probabilidad de conexian. Ai y Ail) Corresponden a
una red aleatoria, donde la tendecia de la probabilidad es una funcién Poisson. Biy Bii) Red de libre
escala, en donde su funcién de probabilidad es una funcion exponencial. Ci y Cii) Red de simple escala,
cuya funcién de probabilidad es casi lineal. Modificado de: Hodson et al,, 2010.
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2.2. Complejidad y relevancia

La necesidad de la ampliacién del conocimiento que respalde la descripcién de la naturaleza fomenta
que la aplicacién del estudio de redes se haga interdisciplinario, participando ciencias de la
computacién, matematicas, y biologia.

Muchas de las redes aplicadas en sistemas biolégicos, como en epidemiologia, son de suma
importancia en la deteccion temprana de patologias. Asi mismo, las redes de transcripcion génica
han permitido un avance de la genética y biotecnologia, puesto que arrojan una vision mas extensa
de las vias que regulan la expresién génica. Y por supuesto las redes neuronales siguen siendo tan
rebuscadas e investigadas, por el acercamiento que brinda al funcionamiento del cerebro, inclusive,
muchos estudios al respecto, han aplicado nuevas herramientas para descifrar dicho funcionamiento,
como la inteligencia artificial (Barabési, 2016; Cross, 2017; Przulj, 2007).

De acuerdo con (Przulj, 2004), la descripcion de las redes se puede hacer mediante la comparacion
de los pardmetros obtenidos mediante dos métodos: el andlisis heuristico global, que consiste en el
conteo de las conexiones que existen en la red, es decir en la descripcion de una distribucion de
conectividad (Fig. 16), la densidad promedio de los nodos vecinos, o el coeficiente de agrupamiento,
o bien, calculando la longitud promedio de las vias mas cortas de conexion entre pares de nodos; y el
analisis heuristico local, que implica el andlisis de conexién entre supgrupos de la red, graphlets
(Fig.17). La comparacién de estas métricas podria ayudar a la descripcion de las redes, ya que
resulta sencillo determinar cuando dos redes son distintas con el método heuristico global. (Przulj,
2007).
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Figura 17. Representacion de las diversas subformas en las que una red de distinto grado
(G1, G2, G3, Gi), puede conectarse. (Przulj, 2007)
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lll. Planteamiento del problema

Como se ha reportado la adenohipéfisis posee diferentes vias de regulacién que favorecen su
plasticidad funcional, siendo una de ellas la formacion de redes enddécrinas. Ya que uno de los
principales cambios fisiol6gicos que se presenta en los organismos es durante el ciclo reproductivo,
se ha tomado al ciclo estral y a la lactancia como condiciones principales que pueden modificar el
funcionamiento de la glandula, especificamente en la actividad y organizacion de los grupos
enddcrinos, en este caso tirotropos y lactotropos. Anteriormente se han descrito redes de
somatotoropos y lactotropos en diferentes condiciones fisioldgicas. No obstante el método de
experimentacion que se ha aplicado para su estudio, es en su mayoria a partir de cultivos celulares.
Por ello en el presente trabajo se plantea usar registros en rebanadas de hipéfisis, como se han
estudiado recientemente en redes enddcrinas, manteniendo asi la comunicacién celular, ya que
como se ha descrito en los pérrafos introductorios, la hipéfisis es un sistema tridimensional, que
depende de la comunicacion celular enddcrina y no enddcrina, siendo asi el cultivo celular una
limitante del funcionamiento natural de la glandula.

Por otra parte el método de analisis que se ha aplicado para la descripciébn de estas redes, ha
permanecido en la explicacion de la topologia global de la red (analisis global heuristico), por lo que
en este caso se ha considerado la topologia local (andlisis local heuristico) de las mismas, ampliando
el campo de caracterizacién de estas redes, y de las diferencias que se presentan ante los cambios
fisiolégicos del ciclo reproductivo.

IV. Hipétesis

Dado que se ha reportado que tipos celulares endocrinos, como somatotropos y lactotropos, pueden
generar redes de conexion como un mecanismo de plasticidad funcional en la hipofisis ante
diferentes condiciones fisioldgicas; se esperaria que ante la variante demanda hormonal durante el
ciclo estral y la lactancia, se modifique la estructura de la red de conexion celular de tirotropos y
lactotropos.

V. Objetivo general

Obtener y caracterizar la estructura de la red de conexién celular de tirotropos y lactotropos en
rebanadas de hipdfisis de ratones hembra balb-C lactantes y en las fases diestro, estro y proestro del
ciclo estral; mediante imagenologia de [Ca?*]i.

VI. Objetivos particulares

- Identificar los tipos celulares a través de la diferenciacion en la respuesta de [Ca%*]i, en rebanadas
de hipdfisis de ratones hembra balb-C.

- Estudiar las proporciones de ambos grupos celulares a lo largo de cada condicién (estro, diestro,
proestro y lactante).

- Comparar los valores de area bajo la curva, que se obtuvo en cada concentracion de TRH para
todas las condiciones.
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- Comparar las proporciones de los grupos celulares que tuvieron respuesta en cada concentracion,
para todas las condiciones.

- Aplicar un andlisis de redes celulares a partir de las respuestas de cada grupo celular de interés,
ante TRH.

- Caracterizar la estructura de las redes mediante la comparacion de métricas correspondientes a un
analisis local heuristico.

VIl. Método
Animales

Se empled una n = 5, obtenida a partir de una prueba de potencia, de ratones hembra por condicion,
en la etapa de madurez sexual de la cepa balb-C. Se mantuvieron bajo condiciones de bioterio con
agua y alimento ad libitum, en periodos 12/12 de luz y oscuridad, bajo los procedimientos que dicta la
NOM 062-z00-1999 de técnicas de reproduccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.
Las condiciones empleadas, fueron las siguientes fases del ciclo estral: diestro, proestro, estro y a los
7 dias después de parir. La determinacion del ciclo estral se realizd6 mediante frotis vaginal.

Diseccidn de la glandula

El sacrificio de los animales, fue por decapitacion, previa anestesia (Pentobarbital sédico - (10-30
mg/kg, ip). Se disecto la glandula hipodfisis y enseguida se coloc6 en ACSF (artificial cerebral soil
fluid) (118 mM Nacl, 3.004 mM KCl, 2.501 mM CaCl2, 25.207 mM MgCl2, 2.499 mM NaHCO3 y 11
mM glucosa, 1.087 mM). Posteriormente, se embebid en agar 3%, y se realizaron rebanadas de 130
pum, en frio y por vibracion.

Imagenologia de [Ca%*]i

Cada rebanada se incubé con 22 uM del sensor intensiométrico de calcio acetoximetil de Fluo 4-AM
(Invitrogen; Eugene Or, USA) en 0.1% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, St Louis MO, USA), con
0.5% de acido plurénico F-127 (Sigma, St Louis MO, USA) en 1 mL de ACSF, durante 30 min, en
incubacion, a 37°C en una atmésfera humidificada (5% CO2, 95% 02).
Una vez incubada con Fluo 4-AM, se colocd en una camara de registro plexiglas, con una capa de
poly-L-lisina (30%) (Sigma, St Louis MO, USA). Dicha cAmara se conect6 a un sistema de perfusion,
por el cual pasé cada tratamiento de interés, en la secuencia que se muestra en la (Fig. 18)

El registro de actividad de [Ca%*]i se llevd a cabo en un microscopio estereoscépico de fluorescencia
conectado a una camara CCD, con la que se capturaron 600 imagenes, cada una de 200 ms, por
registro  efectuado, adquiridas con el programa MicroManager, versiébn  1.4.20.
El registro de actividad basal se llevé a cabo Gnicamente con la perfusion de ACSF, mientras que en
el de actividad celular a las diferentes concentraciones de TRH, se estimulé 20 s después de iniciar la
captura de las imagenes, durante 30 s, seguido de la perfusién de ACSF, nuevamente. El estimulo
de 100 uM TRH + 2 uyM DA, se realizé de la misma manera, difiriendo en el intervalo de estimulo, en
el que se dejaron 15 s de c/u, uno seguido del otro. Por Ultimo, se respetd el mismo intervalo de
estimulo para el dltimo tratamiento con alto potasio (KCl 140 mM, Hepes 10 mM, CaCl2 2 mM).

26



4‘ Pentobarbital
Sodico (10-30 mg/kg)

30 min (37 °C, 5% CO2, 95% 02)

m 130 pm poly-L-lisina 30%

Agar 3%

20s ACSF + 15s
TRH+15s DA +

20s ACSF + 30s de estimulo = 150 ACSF resto del
imagenes + ACSF resto del registro registro
| et T
[ \ 100 n(M TRH —————
Basal 0.1 nM TRH 1nMTRH 10nM TRH 100 nM TRH + KCI 140 mM
(ACSF) 2 MDA
Tiempo total = 65 min aprox.
10 min 10 min 10 min 10 min 10 min
(ACSF) (ACSF) (ACSF) (ACSF) (ACSF)

Figura 18. Diagrama del método experimental empleado para el registro de actividad celular por imagenologia de
[Ca?*1i, asi como la cronologia del registro.

Analisis de las peliculas de registro de actividad celular por imagenologia de Ca%*

Por cada registro por condicion realizado se obtuvo una pelicula de actividad celular, que se analiz6
con ayuda del programa Image J-FIJI, marcando cada célula que respondié a las dosis de hormona
agregadas. Adquiriendo una matriz de datos de la fluorescencia emitida en cada tratamiento (Basal,
0.1, 1, 10, 100 nM de TRH, 100 nM TRH + 2 uyM DA, y KCI) a lo largo del tiempo de registro (600
imagenes = 2 min), asi como las posiciones exactas de cada célula marcada en el plano x, y, de
cada registro.

Proporciéon de grupos celulares y de su actividad espontanea

A partir de las los valores de fluorescencia adquiridos en cada registro, se hizo una normalizacién de
los mismos usando el siguiente arreglo (F-minFO/ minF0), es decir los valores de fluorescencia (F)
menos el minimo valor (minFQ), sobre este mismo valor para cada célula registrada, que es método
usual de normalizacién para fluorescencia. Posteriormente se graficaron transientes de calcio con los
valores normalizados, por cada célula responsiva a las concentraciones de TRH agregadas durante
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cada registro de actividad celular.

Con ayuda de un algoritmo en Python, se calcularon areas bajo la curva con el método Simpson, de
cada célula responsiva, Unicamente del intervalo de tiempo del registro en el que hubo una
despolarizacion de la célula, es decir, de las 600 imagenes de cada registro, sélo se calculd el area
bajo la curva del intervalo (150-300 = 30s), que fue durante el cual se estimulé con los diferentes
factores hipotalamicos. Con dichos valores de area bajo la curva se discriminaron los grupos
celulares, siendo lactotropos aquellos que tuvieron un area menor en la respuesta de 100 nM TRH +
2 uM DA, que 2 SD al area promedio de todas las concentraciones de TRH (1, 10, 100 nM). Una vez
obtenidas las proporciones de lactotropos vy tirotropos, se normalizaron al nimero total de células,
calculado por la actividad que tuvieran en 140 mM KCI, donde toda célula viva tendia a
despolarizarse.

El resultado de proporciones celulares, se corroboré con las proporciones calculadas a partir de la
discriminacion de grupos celulares de acuerdo a la forma de cada transiente de [Ca%*]i, ya que cada
grupo enddcrino posee una respuesta de [Ca®*]i caracteristica. El porcentaje de actividad
espontanea, se realiz6 de manera similar, primero, por areas bajo la curva, y luego por la
visualizacion de la actividad de calcio basal.

Anélisis de area bajo la curva

Una vez clasificados los grupos celulares, se determin6d nuevamente el intervalo de estimulo en cada
concentracion de TRH, calculando asi el area bajo la curva del total de las células clasificadas. Del
total de valores obtenidos, se seleccionaron 30 aleatoriamente en cada registro por condicion, (150
valores por cada condicion); los cuales fueron comparados por concentracion de TRH, entre
condiciones, mediante la aplicacion de una ANOVA de una via, ya que nuestra Unica variable
independiente fue el area bajo la curva, determinando asi las diferencias entre grupos.

Andlisis de redes

A partir del niumero de célula que correspondié a cada lactotropos y tirotropos, se consider6 la
cantidad de nodos que iban a ser representados en la red. Posteriormente se seleccionaron los
valores de fluorescencia de cada célula, a lo largo del tiempo, por cada tratamiento.
Con ayuda de una dindmica en Python, se hizo una correlacion de estos valores, con un desfase de
0.5 del tiempo total, obteniendo los valores de correlacion de Spearman, seguido de la aleatorizacién
1000 veces de cada matriz de datos por tratamiento, obteniendo una distribucion normal de los
valores de correlacion, que se utilizé para poder eliminar aquellas correlaciones que puedan estar
dadas por azar, seleccionando Unicamente los valores que estuvieran en 2 SD de dicha distribucion.
De la matriz con los valores de correlacion de Spearman, se escogieron los valores que fueran [0 < x
< 1]. Una vez obtenida esta matriz, se construy6 la red considerando las posiciones reales de cada
célula, y su valor de correlacién en las conexiones con otras. Se graficO la probabilidad de conexion
de cada nodo en un histograma de frecuencias, ajustando tres posibles funciones a la distribucion
obtenida: la normal, Poisson y exponencial, calculando el promedio de la probabilidad y su variacion
a lo largo del cambio de concentracion de hormona (Apéndice 1). La distribucién normal se ajustd,
con el fin de refutar dicha distribucién de probabilidad de conexién.

Andlisis topoloégico
Se realiz6 un analisis local y global heuristico, a través de la comparacion de diferentes métricas que

describen la topologia de la red. Cada algoritmo utilizado en dicho andlisis fue tomado de la
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paqueteria Networkx de Python version 3.5.2., logrando obtener las siguientes métricas, que de
acuerdo con (Magoni, 2002; Mahadevan et al., 2006; Przulj, 2007), describen la estructura de las
redes, de forma local. Entre ellas esta, el coeficiente de agrupamiento, promedio de la distancia mas
corta entre nodos, el coeficiente de asortatividad, la densidad de la red y la excentricidad, (Apéndice
2). Tanto el promedio de la via mas corta como la excentricidad, s6lo pudieron obtenerse en aquellas
cuyos nodos estuvieran conectados al menos una vez.
En cada red analizada, se obtuvieron estas métricas a las que posteriormente se aplicé un analisis
estadistico basico ademéas de una ANOVA de una via para cada métrica, con el fin de describir los
cambios en la conexién local, entre condiciones estudiadas.
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VIIl. Resultados

Los estudios de regionalizacion celular en la hipdfisis, sugieren e incluso han mostrado que existe
una distribucion espacial caracteristica de cada grupo. Es decir, la adenohipofisis cuenta con una
organizacion distribucional de cada grupo celular. Por ello se busco realizar mapas de dispersion de
los grupos celulares de interés, a partir de los registros de actividad de [Ca?*]i, de los cuales se
analizo la actividad de cada célula responsiva a las distintas concentraciones de TRH, discriminando
asi lactotropos vy tirotropos, de acuerdo a la inhibicion con TRH+DA. A partir de las coordenadas de
los ROI's seleccionados como células (lactotropos vy tirotropos) de las peliculas correspondientes a
cada registro, se sacaron los mapas de distribucion celular (Fig. 19), observando que en diestro, el
namero de ambos grupos celulares es menor, en comparacidon con la densidad observada en
proestro, estro y lactante. En esta Ultima, se observa un aumento de tirotropos, en contraste con las
anteriores.

Se observé ademas que la distribucién de ambos grupos celulares no se encuentra definida en
alguna region, lateral o central, de los I6bulos hipofisarios. Sin embargo la proporciéon en numero si
aumenta (Fig. 20).
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Figura 19. Mapas de dispersion de la distribucion celular de lactotropos y tirotropos en cada condicién
empleada, en uno de los lébulos de la rebanada de la glandula, divididos de acuerdo en region lateral y central
de acuerdo a la posicion de la neurohipéfisis.

La proporcion porcentual de ambos grupos celulares, normalizada al nimero total poblacional en
cada registro, varia de acuerdo a la fase del ciclo estral, siendo en el diestrus, las proporciones mas
bajas en lactotropos (46.13 + 4.613), tirotropos (6.48 + 5.261) y en lactante (weaned) las mas altas,
lactotropos (43.42 + 4.343), tirotropos (12.19 + 5.561). Mientras que el mayor incremento de
tirotropos se observa que esta en estrous teniendo una proporcion de (14.29 + 4.892) (Fig. 20).
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Figura 20. Proporcién porcentual de ambos grupos celulares en cada condicién, con error porcentual del 5%.
Diferencias significativas en estro y diestro, con una p = 0.0007.

Muchas de las células endécrinas poseen actividad espontanea, uno de los grupos celulares que la
presenta son los lactotropos e incluso pueden llegar a secretar en ella. Por ello, mediante el andlisis
de cada transiente de [Ca%*]i en el registro de actividad basal, se contabiliz6 la proporcién de células
tirotropos y lactotropos que tuvieran actividad espontanea, donde en estro son del ~ 60-100%. En
tanto que la menor proporcion de tirotropos y lactotropos, presentan actividad espontanea en la etapa
diestro entre el ~ 59— 83 %, en proestro ~ 76-88%, y en lactancia (weaned) ~ 81-88% (Fig. 21).
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Figura 21. Porcentajes de lactotropos y tirotropos que presentaron actividad
espontanea (Basal) en cada condicién. Se muestran diferencias significativas
en Diestro y en Lactancia (Weaned). (p=0.26). Las barras representadas en
cada caja del gréfico, representan los percentiles 75, 25 de la distribucion en
cada condicion, teniendo mas variacion los valores en Diestro y en Lactancia
(Weaned).

En cada registro, también pudo observarse que las transientes de [Ca?*]i, son distintas respecto a la
respuesta de las diferentes concentraciones de TRH, segun la condicion, como se muestra en la
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(Fig. 22), donde se presentan tres ejemplos de respuesta celular y el cimulo de todas las respuestas
en cada tratamiento.

En la condicién de lactancia (weaned) se observa que el cimulo de células presenta actividad de
[Ca%*]i ante todas las concentraciones de TRH. Es posible notar en el ciimulo de las transientes, que
en diestrus las células carecen de actividad espontdnea, asi como a la mayoria de las
concentraciones de TRH. En proestrous, la mayor parte de lactotropos y tirotropos responden a las
concentraciones mas altas de TRH, 10 nM y 100 nM. Mientras que en estrous aumenta la actividad
espontanea, pero disminuye la actividad en TRH+DA, concordando con el incremento de tirotropos, y
de actividad espontanea observados en las (Figs. 20, 21).
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Figura 22. Ejemplo de la actividad de [Ca%*]i, en cada tratamiento (Basal, 0.1,1,10,100 nM de TRH, TRH+Da, y KCI), y el
cumulo de la sefial de todas las células en cada condicion.

El porcentaje de células en cada registro que respondieron a las diferentes concentraciones de TRH,
se muestra en la (Fig.23). Donde en estrous se presentan las proporciones mas altas de respuesta a
todas las concentraciones (98.05%, 89.81%, 93.86 %, 99.47%), respectivamente. En diestrus los
porcentajes fueron menores (74.04 %, 77.88%, 83.15%, 84.35%). Mientras que en proestrous, el
mayor nimero de células, responden a 10 nM TRH, al igual que en la lactancia.
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Ademas de existir diferencias entre condiciones por el nimero de células que responden a cada
concentracion de hormona, también varia la movilizacion de [Ca%*]i entre condiciones y entre
concentraciones hormonales. En la (Fig.24), se observan los valores de area bajo la curva, por
condicién (1=Diestrus, 2= Proestrous, 3= Estrus, 4= Lactante (weaned)), en cada concentracion de
TRH, empleada.

Es posible afirmar que conforme aumenta la concentracién de TRH, los valores de area bajo la curva
también aumentan en todas las condiciones. Es decir, en 10 y 100 nM, diestrus y estrous tienen los
valores mas altos, mientras que en la concentraciones 0.1, y 1 nM, los valores mas altos se
encuentran en las condicidnes estrous, proestrous, y lactante (weaned), siendo estos siempre
mayores en estrous.

En la (Fig. 22), se observl que existe una respuesta a todas las concentraciones hormonales (0.1, 1,
10,100 nM), en estro y en lactancia, mientras que en diestro y proestro, la respuesta se observa
principalmente en las concentraciones mas altas, (10 -100 nM). Esto permite hacer una relacién con
los valores representados en la (Fig. 24), ya que en diestrus se observa un aumento en los valores
de area bajo la curva en 10 y en 100 nM, al igual que en proestrous; en estrous y en la condicion de
lactancia (weaned), los valores permanecen altos en todas las concentraciones, siendo mayores en
estrous.
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Figura 24. Dispersion de los valores de area bajo la curva (ABC), en cada concentraciéon hormonal de TRH (0.1, 1, 10,100
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Como se observo en las figuras anteriores la actividad de [Ca?*]i puede brindar mucha informacion
desde el punto de vista analitico, ya que hasta este punto se ha logrado discernir diferencias entre
condiciones, asi como también entre concentraciones de TRH, ya sea desde la comparacién del area
bajo la curva de cada transiente de [Ca?*]i o por la cantidad de células que respondieron a cada
concentracion de TRH. Asi mismo se demostré que existen diferencias en la densidad poblacional de
acuerdo a cada condicion fisiologica. Todos estos resultados tienen una relacion incluso a nivel de
comunicacion celular, como es el caso de las redes celulares. Por esto para cada condicion
empleada, se aplico un andlisis de redes por correlacion temporal de los valores de fluorescencia
obtenidos en cada registro de actividad. Una vez seleccionados los nodos como aquellas células que
resultaron ser lactotropos y tirotropos, se dibujaron las conexiones con una escala de colores
representativa de su valor de correlacién de Spearman.

En la (Fig. 25), existen dos escalas de valores de correlacion, la escala de verdes y azules, y la de
magentas y naranjas correspondientes a la red de lactotropos y tirotropos, respectivamente.
Se puede observar que en Diestrus, no existe una red de tirotropos sobresaliente como en las otras
condiciones. Esto concuerda con la densidad poblacional de tirotropos que existen en esta condicion
(Fig. 20) ya que entre menos células existan de un grupo celular, menos posible es su interaccién
con otro. En Proestrus y en Lactancia (Weaned) se observa una interaccion entre las redes de ambos
grupos celulares, recordando que en ambas condiciones la densidad de poblacién de ambos grupos
es alta.

También se observa que las conexiones entre redes cambian de acuerdo a la concentracion de TRH,
siendo asi que conforme aumenta la concentracion de TRH, disminuye la cantidad de conexiones
entre células, siendo asi 0.1 nM, donde existen mas. No obstante, aunque en las concentraciones
mas altas de estimulo, disminuye el nimero de conexiones, el valor de correlacion de conexién
aumenta. Es decir, aunque las células tengan mas conexiones entre si en 0.1 nM, el valor de
correlacion en la conexién que existe en 10 nM y en 100 nM (p = 0.4 - 0.8), principalmente en las
condiciones, proestrous, estrous y lactante (weaned), siendo mas evidente en estrous.

Por otra parte, los valores de correlaciéon se presentan altos ain (0.4 - 0.6), en la dosis 100 nM TRH
+ 2 uM Da, en la mayoria de las condiciones, siendo mas representativa en la lactancia, y
exceptuando en diestrus. En la misma dosis, tanto en proestrous, estrous y lactante (weaned) la red
de tirotropos aumenta en sus valores de correlacion, y numero de conexion.
Las distribuciones de conectividad representan la cantidad de conexiones en el eje y y en el x la
probabilidad de que ocurran. Se observa que en la mayoria de las distribuciones las conexiones
tienden a disminuir la probabilidad de que ocurran conforme aumenta la cantidad de conexion. Es
decir entre mas conexiones hay menos probable es que ocurran. Sin embargo hay distribuciones en
las que se observa casi la misma probabilidad en todas las posibles conexiones, que generalmente
sucedieron en la dosis de 140 mM KCI, donde todas las células vivas en la rebanada sufrieron una
despolarizacion.

En diestrus, las las distribuciones son similares en los tres primeros tratamientos (Basal, 0.1 nMy 1
Nm de TRH), ya que entre mas conexiones disminuye la probabilidad de conexion, y esto se observa
a en las redes, puesto que son las que poseen mas conexiones. Por otra parte, a partir de la
concentraciéon 10 nM, disminuye el numero de conexiones, por lo que los las distribuciones de
conexion presentan mayor probabilidad en la menor cantidad de conexiones. Estas caracteristicas se
pueden observar en estrous, donde las distribuciones que describen las concentraciones mas altas
de TRH, concentran la mayor probabilidad en la menor cantidad de conexiones.
No obstante la distribucién de conectividad es similar en proestrous y en lactancia (weaned), ya que
en ambas estas distribuciones tienen una tendencia exponencial, lo que quiere decir que la mayor
probabilidad de conexién entre nodos esta en los que se conectan una sola vez con otros.
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Figura 25. Redes celulares en cada condicién y tratamiento, con su respectivo histograma de probabilidad de conexién, en
donde se observan tres funciones: en rojo, Poisson; en azul, exponencial y en verde, una funcién normal, ajustandose
principalmente las funciones exponencial y Poisson.
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Ademas de la distribucion de probabilidad de conexién en cada red, se calcularon cinco métricas que
describen la topologia local de las redes obtenidas en cada condicion a lo largo del registro. En la
Tabla 1 se presenta la denotacion asignada a cada métrica calculada, y en la Tabla 2 los valores de
dichas métricas en cada condicion a lo largo del registro. Los valores de &, r, C fueron graficados y
comparados entre condiciones mediante una prueba ANOVA de una via, resultando diferentes
significativamente en el promedio coeficiente de agrupamiento (Fig. 26). A diferencia de todos los
valores, en € son nimeros enteros, ya que representan la maxima distancia (nimero de nodos) que
existe entre un nodo y otto en la red. Cabe mencionar que tanto a
como g, solo pudieron ser calculadas en las redes que tuvieran todos los nodos conectados en al
menos una vez en la red, ya que no todas las células tuvieron actividad basal y tampoco respuesta a
0.1 estos dos parametros se encontraron generalmente en 1, 10, 100 nM y en TRH+Da. En KCI, no
fue posible calcular estos valores dado que en todos los registros, existen células que responden en
las primeras concentraciones hormonales, pero en KCl ya no tienen respuesta.

La densidad de la red, representa la proporcion de las conexiones que existen entre las
conexiones que pueden existir en la red, siendo los valores més altos en basal, en 0.1 nM y en KClI,
lo cual concuerda con lo discutido anteriormente, ya que al menos en 0.1 nM y en KCI aumenta el
namero de conexiones en la red, y solo en algunas condiciones como estro y lactancia la red basal
posee la misma caracteristica.

El coeficiente de asortatividad describe la preferencia de los nodos de la red, por conectarse a
otros similares o no, a ellos. De acuerdo con (Newman, 2002) dicho coeficiente puede describir a dos
tipos de red, las redes asortativas y disasortativas. Las primeras se caracterizan por tener nodos que
se conectan con otros que tienen el mismo grado de conexion, es decir el mismo nimero de

conexiones, presentando un coeficiente r<1. Mientras que las disasortativas, son caracteristicas por

tener nodos que se conectan con otros que no tienen el mismo grado de conexién, con un coeficiente
-1 = r. Las redes en sistemas biolégicos poseen un coeficiente similar a las redes disasortavivas,
tendiendo asi a conectarse con nodos con diferente grado de conexion. En este caso, las redes que
se obtuvieron presentan ambos, en KCl, todas las redes son disasortativas en todas las condiciones,
en tanto que las presentan un coeficiente asortativo en la respuesta a cada concentracion hormonal,
y a basal. Otra caracteristica de las redes asortativas, es que son mas estables conectivamente, ya
gue si se llegara a remover uno de sus nodos, la conexién de la red no se romperia, en cambio en las
redes disasortativas, la remocion de cualquier nodo romperia su completa conexién. Lo cual indica
gue la conexion ante estimulo de TRH y en actividad espontanea en estas redes enddcrinas, es
estable, en todas las conexiones, desde este sentido. El promedio del coeficiente de agrupamiento
indica otra proporcién que considera la conexion de un nodo con sus vecinos mas cercanos, se
considera que si es C = 1, se encuentra completamente conectado (Saramaki et al., 2007). Los
valores mas altos obtenidos se encuentran en Basal, 0.1, y KCI, en todas las condiciones,
nuevamente en donde existen mayor nimero de conexiones. Este coeficiente nos aproxima mas
hacia el agrupamiento de las subredes que coordinan la conexién global, es decir, al formarse mas
subgrupos en ella, su conexion sera méas eficiente y estable. La mayoria de los subgrupos obtenidos
en las redes de todas las condiciones en este estudio, forman triangulos y cuadrados, indicando que
la coordinacion local de la red se da entre 3 y 4 células cercanas.

También se calculé la el promedio de la via mas corta de conexion, asi como la excentricidad de
las redes. No en todas las dosis de cada registro se pudo calcular estos parametros, debido a que
para ello se necesita que todos los nodos de la red se encuentren conectados, y muchas veces las
células no presentaban actividad espontanea, o respuesta a alguna concentraciéon de TRH, asi como
también dejaban de responder a KCI, después del estimulo con TRH. En las dosis donde fue posible
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calcularlas, fue en 1, 10, 100 nM y TRH+Da, donde se presentaron redes donde todas las células
estuvieron conectadas (Tabla 2). De acuerdo con (Fronczak et al., 2004) si a > 2, es considerada
otra propiedad de las redes de libre escala, mientras que si 2 < a > 3, las redes pueden tener
propiedades estructurales similares a las redes de ultra — small world en donde muchas de las
trayectorias de conexion estan dadas por hubs dentro de la red.
Por dltimo, la excentricidad describe la maxima distancia entre un nodo con otro, es decir, el nimero
de nodos con los que tiene que conectarse, antes de tener una conexién con otro, en este caso entre
3y 4, enlasredes en las que pudo calcularse dicho parametro.

De todos los articulos que describen estos parametros, ninguno hace una comparacion
estadistica de ellos (Magoni, 2002; Mahadevan et al., 2006; Przulj, 2007). Sin embargo se considerd
hacerlo en este trabajo, con el fin de encontrar diferencias entre las condiciones estudiadas. Sin
embargo el Unico parametro que tuvo una diferencia significativa fue el promedio del coeficiente de
agrupamiento, siendo estro la condicion que mas se diferencia de las otras, con una p = 0.05.

Tabla 1. Denotacion de las métricas

Métrica Denotacion

Densidad

Coeficiente de asortatividad

Promedio del Coelficiente de agrupamiento
Via mds corta promedio

Excentricidad

mQO=0

Tabla 2. Valores de cada métrica a lo largo de las concentraciones hormonales, entre condiciones.

Diestrus o r C a €
Basal 0.089 0.092 0.564
0.1 nM 0.187 0.261 0.529
1 nM 0.177 0.19 0.472
10 nM 0.162 0.271 0.479
100 nM 0.143 0.272 0.376 1.94 3
TRH + Da 0.132 0.203 0.383 1.99 34
KCl 0.719 -0.006 0.889
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Proestrus

Basal 0.395 -0.026 0.738
0.1 nM 0.335 0.123 0.644
1 nM 0.251 0.19 0.569 1.96 3
10 nM 0.166 0.321 0.54 2.04 34
100 nM 0.104 0.322 0.497
TRH + Da 0.084 0.099 0.472
KCl 0.393 -0.351 0.768

Estrous
Basal 0.224 0.139 0.583
0.1 nM 0.195 0.235 0.453
1 nM 0.085 0.304 0.165 2.048 3,4
10 nM 0.061 0.291 0.097 2.102 3
100 nM 0.065 0.24 0.109 2.066 3
TRH + Da 0.049 0.017 0.091
KCl 0.506 -0.07 0.758

Weaned

(7wks)
Basal 0.203 0.149 0.516
0.1 nM 0.158 0.29 0.445
1 nM 0.167 0.244 0.491 1.978 3,4
10 n M 0.1 0.278 0.397
100 nM 0.112 0.152 0.364 1.972 3
TRH + Da 0.101 0.245 0.408 2.08 3,4
KCl1 0.299 -0.294 0.746

a

p=0673
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Figura 26. Comparacion de las métricas entre condiciones, por cada dosis registrada. a) Muestra los valores de la densidad de
red, teniendo una diferencia no significativa entre grupos. b) Representa los valores del coeficiente de asortatividad, cuya
diferencia tampoco es significativa entre grupos. c) Muestra los valores del promedio del coeficiente de agrupamiento teniendo
una diferencia significativa (p=0.05).
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IX. Discusioén

Los resultados de este trabajo, demuestran que las diferentes vias que participan en la regulacién de
la actividad enddcrina en la hipdfisis, a lo largo de los cambios en la demanda fisiolégica, en este
caso, el ciclo reproductivo y lactancia, como la densidad poblacional, regionalizacion, y sobre todo
comunicacion celular mediante conexiones, presentan diferencias a lo largo de dichas condiciones.
La bondad del método de experimentacion empleado en este trabajo, permite prevalecer la estructura
tridimensional que hasta ahora se ha descrito que tiene el sistema enddcrino hipofisario, por ello
remarcamos que es factible que esta aplicacién pueda aproximarnos al comportamiento natural que
tiene la hipofisis.

Densidad poblacional y regionalizacion

Como se ha descrito en los parrafos introductorios, la capacidad de proliferacion celular, esta
presente en todos los grupos celulares, siendo mayor en lactotropos, principalmente. Sin embargo,
también se ha reportado, que los somatotropos, cuya densidad poblacional es mayor que todos los
otros grupos enddécrinos, presenta mayor capacidad de transdiferenciacion ante diferentes estimulos
fisioldgicos, lo que significa que puede reaccionar ante otros factores hipotalamicos e incluso secretar
hormonas que no le correspondan (Villalobos et al., 2004). Esta caracteristica, aunada con la propia
proliferacion celular, puede favorecer el aumento o no, en la densidad poblacional de lactotropos y
tirotropos. Reconocemos en el presente trabajo, que existe una diferencia en la proporcion de ambos
grupos celulares durante las condiciones estudiadas, incrementandose porcentualmente ambos
grupos. Los lactotropos son mayores porcentualmente en diestro, aunque no existe una diferencia
significativa con la condicién de proestro, cuya proporciéon es muy similar. La diferencia se presenta
en estro y en la lactancia, donde en la primera, se observa un incremento de tirotropos significativo
en comparacién con la proporciéon de todas las deméas condiciones. Esto coincide con lo reportado
por (Oishi et al., 1993), en donde realiz6 un conteo de los distintos grupos enddécrinos por
inmunoreaccion hormonal, a lo largo de las distintas fases del ciclo estral, en el cual diestro presenta
niveles bajos de todos los grupos celulares, mientras que estro, y proestro, un aumento en tirotropos,
somatotropos, lactotropos y gonadotropos siendo mas evidente en estro que en proestro.
En la lactancia, se observé que la proporcién conjunta de lactotropos y tirotropos es mayor que en
todas las demas condiciones, alcanzando casi el 60% de la poblacion enddcrina.

Por otra parte, diversos han sido los trabajos que han reportado la regionalizacién anatémica en
la hipdfisis (Le Tissier et al., 2012; Mollard et al., 2012) de cada uno de sus grupos celulares. Sin
embargo, aqui se ha observado que dicha regionalizacion, al menos de los grupos endocrinos de
interés, es indistinta en las zonas lateral y central de los Iébulos hipofisarios, a lo largo de las
condiciones estudiadas. Posiblemente la discriminacion de dicha regionalizacion se ve sesgada por
el tipo de datos de los cuales se estan discriminando, ya que como se ha mencionado, el estimulo de
TRH, puede llegar a activar, no solamente a lactotropos y tirotropos, sino también a somatotropos en
proceso de ftransdiferenciacion. De hecho, existen reportes sobre la proporcion de
mamosomatrotropos (somatotropos transdiferenciados a lactotropos) en los niveles hormonales
basales, siendo aproximadamente de (8-15%) (Harvey et al., 1994), lo que pudiera ocasionar su
consideracion como lactotropos, bajo el método de estudio aplicado en este trabajo.

Comunicacién y conectividad

Hemos abordado que uno de los principales procesos en la secrecion hormonal, es la movilizacién de
[Ca%*]i. Muchos trabajos que abordan la dinamica de actividad en células excitables, describen la
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movilizacion de [Ca?*]i, puesto que es uno de los principales procesos que permite la excitabilidad de
la célula, asi como también la exocitosis de vesiculas, y como consecuencia la liberacién hormonal
también. En este trabajo se ha estudiado la dinamica de [Ca?*]i tanto de lactotropos como de
tirotropos, en respuesta a distintas concentraciones de TRH, logrando observar que en nuestro
modelo experimental, la respuesta mas estable que coincide con la descrita en publicaciones
anteriores (Hinkle et al., 1974,1996,2012), se presenta en las concentraciones mas altas 10 nM, 100
nM, observando en 0.1 y 1 nM respuestas poco caracteristicas de tirotropos y lactotropos. Esto
puede deberse a que la sefializacion de TRH a bajas concentraciones, puede provocar que las vias
de sefializacidon que se desencadenan, principalmente la de IP3, responsable de la liberacion de
[Ca%*]i de los reservorios celulares, se afecte de alguna manera, ya sea disminuyendo su
sefializacion o retrasando su activacion, provocando asi la liberacion alterada de [Ca?*]i. Por otra
parte, también es posible que la PMCA (Ca?* ATPasa de membrana plasmatica), activada también
por el estimulo de TRH en la célula, se altere y permita esta liberacién poco convencional de [Ca?*]i
teniendo incluso respuestas oscilatorias ante concentraciones de 0.1 nM.

Dentro de las condiciones estudiadas, existen diferencias en la respuesta a las concentraciones
de TRH en relacién con los valores calculados de area bajo la curva de las transientes de [Ca?*]i (Fig.
24), principalmente en 0.1 y 1 nM existen diferencias significativas, ya que en la respuesta a 0.1 nM,
proestro y estro tienen los valores mas elevados, mientras que en diestro y lactancia se concentran
los valores en un rango (1-5). En 1 nM, los grupos que poseen los valores mas elevados son estro y
lactancia, siendo estro el grupo donde se concentran los valores més elevados. Mas aun, en 10y 100
nM, los valores de &rea bajo la curva no varian tanto como en las dos primeras concentraciones, y
por lo mismo no existen diferencias significativas entre condiciones. Pero esto no quiere decir que
respondan igual al estimulo, ya que en la (Fig. 23) se observa que en estro es en donde el mayor
porcentaje de tirotropos y lactotropos responden a todas las concentraciones, siendo mayor en 0.1y
100 nM de TRH, mientras que en diestro se tienen los porcentajes mas bajos de células activadas en
dichas concentraciones. Como se sabe un estimulo hipotalamico genera la secrecion hormonal de un
grupo enddcrino especifico, pero dicha secrecion no es una accion unitaria, sino grupal, donde el
namero de células que se estimulan si influye en el pico de secrecion que se generara, por ello es
factible afirmar en este sentido que la respuesta a las concentraciones de TRH es distinta entre las
condiciones estudiadas.

Otro factor importante en la respuesta celular, es la consideracién de la actividad basal que poseen,
puesto que esto garantiza muchas veces que la célula pueda responder a un estimulo facilmente. De
hecho, algunos grupos enddcrinos son capaces de secretar en su actividad espontanea, y dentro de
ellos se encuentran los lactotropos. En la (Fig. 21), se observa nuevamente que es en estro en donde
se tienen los porcentajes mas elevados de las células con actividad espontanea, y en diestro los
menores. Segun (Van Goor et al., 2001) los lactotropos son uno de los grupos que pueden generar
grandes amplitudes en su sefial espontanea, indicando su capacidad de generar una sefial de Ca%*
ante algun estimulo.

Todas estas caracteristicas favorecen la respuesta hormonal de los grupos enddcrinos, sin
embargo la comunicacidn celular entre grupos es otra de ellas y como se describio en la introduccion,
existen varias vias de comunicacion entre estos, ya sea comunicacion con células vecinas, a través
de uniones estrechas, uniones gap, comunicacion paracrina y yuxtacrina; o con células mas alejadas,
mediante la participacion de las células foliculoestrelladas. A partir del conocimiento de estas vias de
comunicacion se ha propuesto la existencia de redes celulares enddcrinas, que fomentan la sincronia
en la secrecion hormonal. La formacion de redes analizada en este estudio, tiene como base los
valores de fluorescencia emitidos en el registro de la actividad celular, el cual no puede dictaminarse
como Unico parametro fidedigno en el andlisis de la conexion celular. Afortunadamente, existen
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antecedentes en donde se ha hecho un andlisis de redes similar al expuesto aqui, en células
enddcrinas, y su reensayo con técnica Patch Clamp, comprobando asi que el estimulo en una célula
puede generar la comunicacién con otras y su consecuente activacion (Hodson et al., 2012).
En la (Fig. 25) se observan las posibles redes celulares que pueden formarse en las condiciones de
estudio, junto con la distribuciéon de probabilidad de conexién. Dado que los grupos endécrinos de
interés son los lactotropos y tirotropos, se gradicaron ambas redes por separado. Sin embargo al
unirlas se percibe una interaccion entre ambas, por ello se han colocado como una sola.
Esto resulta coherente, ya que TRH estimula a ambos grupos celulares, siendo asi posible su
conexion.

La robustez de la red de tirotropos depende directamente de su densidad poblacional. En diestro,
esta red es poco perceptible, por lo mismo. En cambio en estro, lactancia e incluso en proestro es
mas visual la formacién de esta, como se puede observar con ayuda de la escala de colores en la
(Fig.25).

Dentro de las principales caracterizaciones de las redes esta la distribucion de conectividad, que
indica la probabilidad de conexion que tiene cada nodo, en este caso, cada célula. Observamos que
la mayoria de las distribuciones tiende a ser una funcién exponencial, y de hecho esta es una
caracteristica de las redes biologicas. Dicha probabilidad es mayor cuando los nodos se tienen bajas
conexiones, y disminuye cuando aumenta el niumero de conexiones de nodos. Es decir, en este caso
es mas probable que una célula se conecte una vez con otra, a que se conecte mas de 50 veces con
otra. De hecho algo interesante que resaltar es que, el mayor nimero de conexiones se encuentra
cuando estimulamos en la concentracion mas baja, aunque dichas conexiones tengan un valor de
correlacion bajo (de 0.2-0.4), mientras que las conexiones disminuyen cada que se estimula con
mayor concentracién hormonal, pero aumenta el valor de correlacion (de 0.6-0.8). En el estimulo con
KCI, donde todas las células vivas de la hipdfisis se despolarizan, presenta una red con gran nimero
de conexiones, con valores de correlacion muy altos, cercanos a 1, y su distribucién de probabilidad
casi es lineal en algunos casos, indicando que dichos nodos tienen una probabilidad de conexion
similar, si se trata de 1 o de 50 conexiones.

Desde otro punto de vista, se logré caracterizar a dichas redes enddcrinas a partir de la topologia
local de la red, lo cual permite describir la comunicacién celular que en ella se concibe. Esta
caracterizacion se llevé a cabo a partir de la medicion de 5 parametros que de acuerdo con (Magoni,
2002; Mahadevan et al., 2006; Przulj, 2007) describen la estructura de las redes, de forma local
(Tabla 1). En la (Tabla2) se muestra el valor de cada pardmetro en cada dosis registrada.
Comenzando por el coeficiente de densidad, se observa que la redes son mas densas en las
primeras tres dosis (Basal, 0.1 nM, 1 nM) y en KCI, lo cual coincide con la (Fig. 25) en donde es
posible distinguir mayor nimero de conexiones en dichas dosis. Asi mismo los valores del coeficiente
de agrupamiento de cada red, es mayor en las tres dosis mencionadas y en KCI, en todas las
condiciones; en la lactancia se presenta un aumento de dicho coeficiente en la dosis TRH + DA. Esto
sugiere que la comunicacion celular presente ante el estimulo de las concentraciones mas bajas de
TRH es mas abundante respecto a la cantidad de conexiones que se involucran en ellas y en su
disposicion de formar grupos con vecinos cercanos. Es posible que al ser los primeros estimulos en
el registro de actividad [Ca%*]i, se presente una ventaja de respuesta. Es decir, debido a que las
rebanadas empleadas en el registro de actividad de [Ca?*]i permanecen en ACSF los reservorios de
[Ca%*]i estan intactos en todas las células que prevalecen vivas en la rebanada por lo que ante el
primer estimulo de TRH, puede que esto permita mayor comunicacion entre ellas.

El coeficiente de asortatividad oscila entre los valores ~0.1- 0.2 (r<1), en cada condicién, teniendo
muy poca variacién como se muestra en la (Fig. 26b), esto representa que las redes obtenidas son
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asortativas. En otras palabras, dichas redes se conectan, entre nodos que tienen conexiones
similares, sin importar la dosis que se esté evaluando. S6lo se presentan valores negativos (-1 =r),
es decir redes disasortativas, en las dosis de KCI en todas las condiciones y en basal de proestro.
Los valores de excentricidad ranquean entre ~3 — 4, lo que quiere decir que una nodo tiene que
cruzar de 3 a 4 nodos aproximadamente, para poder conectarse con uno mas lejano. Mientras que
los valores de la via promedio mas corta se encuentran entre ~1.9 — 2.01, indicando otra
caracteristica de las redes que entra dentro de la clasificacion de libre escala (Fig 16Bi), de acuerdo
con (Fronczak et al., 2004). Por otra parte, tanto la excentricidad como la via promedio mas corta
sélo fueron calculadas cuando las redes se encontraban completamente conectadas, es decir todos
los nodos tenian al menos una conexion en la red, lo cual permite discutir la relacién que existe entre
las dosis en las que se pudieron calcular y la condicion. En diestro estos parametros se pudieron
calcular en la dosis de 100 nM y en 100 nM TRH+Da; en proestro en las dosis 1 y 10 nM de TRH; en
las dosis 1,10 y 10 nM en estro y en lactante en 1 nM, 100 nM y 100 nM TRH+Da.
Remitiéndonos a la demanda fisiol6gica que se presenta en cada condicion, tendria sentido que en
diestro, donde las concentraciones hormonales son basales y no hay una demanda hormonal
necesaria, el total de células estimuladas por TRH tuvieran al menos una conexion cuando la
concentracién de este es la mas alta, asi que el mayor estimulo provocaria la activacion de todas las
células en cuestién. La demanda fisiolégica aumenta en las condiciones subsecuentes, proestro,
estro y lactancia, y precisamente en todas estas, las concentraciones en donde fue posible calcula
ambos pardmetros, son en las mas altas 10 y 100 nM TRH. Sin embargo, ante 1 nM de TRH, en
estas mismas condiciones la interaccion de las células es completa, lo que permitiria aludir que a
partir de esta concentracion, la glandula esta fisiol6gicamente dispuesta a dar un estimulo hormonal
gue compense el estimulo de dicho factor hipotalamico.

Explicacion fisiologica

Recordando el ciclo reproductivo y los procesos endécrinos que implica, se puede llegar a explicar
todos los cambios descritos en los parrafos anteriores. De todas las fases del ciclo estral, la que
genera mayor demanda fisioldgica es estro, en donde se encuentran elevados los niveles
hormonales de LH, FSH, PRL y E2, puesto que en esta fase es donde se genera la ovulaciéon. No
obstante en proestro, también hay un incremento de LH, FSH, de PRL y de progesterona. Mientras
gue en diestro, los niveles hormonales permanecen basales. Por otra parte en la lactancia existe una
demanda mucho mayor de PRL, principalmente. El que existan los niveles elevados de PRL, es
consecuencia del estimulo hipotalamico de TRH, lo que permite la estimulacion de tirotropos y de
lactotropos, por lo tanto los cambios en la comunicacion entre estos grupos celulares, esta justificada
por la demanda fisiolégica que representan las condiciones mas importantes en este estudio: estro,
proestro y lactancia.

No obstante, las diferencias mas representativas en las caracteristicas descritas, estan en estro,
tanto en la densidad poblacional de ambos grupos celulares, como en la comparacion de los valores
de area bajo la curva, principalmente en 0.1 y 1 nM, y en la proporcién de células que poseen
actividad basal, también. Cada una de estas caracteristicas, fundamenta el comportamiento de las
redes calculadas, no s6lo en estro, sino en todas las condiciones. Aunque los parametros
descriptivos de las redes calculados no indican grandes cambios entre condiciones, si logran
describir el comportamiento, la estructura y la versatilidad de las redes desde un punto de vista local,
y no solo general.
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X. Conclusiones

Este trabajo permite concluir que, el estudio de la plasticidad funcional de la hipdéfisis desde el punto
de vista de la comunicacién celular permite aproximarnos a la regulacion que en ella se lleva a cabo
ante los cambios en la demanda fisiolégica. En este caso el ciclo reproductivo en hembras y en la
lactancia, se observd que entre mayor sea la demanda de secrecion, mas modificaciones se
presentan en el comportamiento de las células endécrinas, desde su respuesta al factor hipotalamico,
como en su densidad poblacional, y asi mismo en la comunicacién grupal. Asi mismo, se puede
afirmar que las condiciones que presentan mas modificaciones son en primer lugar, estro
caracteristico por presentar una gran demanda hormonal en el ciclo reproductivo, seguido de
proestro y la lactancia. No obstante, este andlisis deja a la luz nuevas cuestiones relacionadas con la
comunicacion celular, ya que es valido cuestionar ahora, si estas redes se coordinan después del
estimulo hipotaldmico, o si los agrupamientos locales tienen algin tipo de regionalizacion funcional,
quizas central, en donde se sabe que inicia la irrigacion vascular, por lo tanto la sefializacion empieza
desde esa regidn. Por otra parte seria novedoso realizar un andlisis topolégico mas robusto que
compare los parametros calculados para la descripcion de la topologia local de las redes.
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XI. Apéndices
Apéndice 1
Probabilidad de conexién

La probabilidad de conexién en cada nodo, se calculé a partir del nUmero del grado de cada nodo, es
decir el nimero de conexiones que tuvo cada uno en la red.

Es decir, la probabiidad (P), de que un nodo (N) esté conectado (k) veces.
La clasificacién acorde con la distribucion de grado, son las siguientes:

Distribuciéon de Poisson

Las redes que siguen esta distribucion se consideran finitas, cuyo grado de conexion es muy similar
en todos los nodos. Generalmente se consideran a este tipo de redes como aleatorias, y son poco
comunes en la naturaleza.

a. POISSON

k links

e number k k
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Distribucion Exponencial

Las redes cuya distribucién de grado se comportan como una funcién exponencial, son consideradas
finitas y de libre escala, donde todos los nodos se encuentran conectados, generalmente, al menos
una vez. Esta distribucion es la mas parecida al circuito o via Eureliana, en donde cada nodo esta
conectado exactamente una vez, por lo menos.

C. POWER LAW

nks

P(k) = Ck™
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Apéndice 2

Algoritmos heuristicos

Densidad

La densidad de la red, esta descrita por una proporcion del nimero de conexiones que tiene, entre el
namero de conexiones que pueden existir en la red, siendo que si esta proporcion significa 1, se le
considera como una red completa, en el sentido de su conectividad.

Density = --------
n(n-1)

Donde L, es el nUmero de conexiones existentes, y n, el nimero de conexiones posibles.
Excentricidad

La excentricidad en grafos conectados, esta descrita como la méxima distancia que existe entre un
nodo v con otro u. Es decir, cuantos nodos tiene que cruzar v para poder conectarse con u. Muchas
veces este valor coincide con el diametro de la red.

graph eccentricities

(#%]

@ = cenitral point

@
4 4 3

radius =2 radius =2
diameter =4 diameter =3

Coeficiente de agrupamiento

A este parametro se le conoce como la tendencia que existe en las redes de conectarse un nodo con
otro vecino, y esta descrito por:

2t;

i

Ci=——,
" oki(ki-1)

Donde Ci representa el coeficiente de agrupamiento; t; el nimero de tridngulos formados alrededor
de cada nodo i, y k es el grado de conexién de cada nodo i.
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Asortatividad

Se describe la asortatividad como la preferencia que pueden presentar aquellos nodos, cuyo grado
de conexion es elevado, y formar conexiones con nodos de la misma indole. Si un nodo de alto grado
de conexion presenta preferencia de conexiones con otro de bajo conexion, se dice que la red es
disasortativa.

1 .
r= —22}*"7(@;& - Qﬂk),
99

Donde e i, representa la distribucion de la probabilidad de unirse dos nodos j y k aleatoriamente. gy

y q; representa la distribucion de probabilidad, pero en redes disasortativas. La diferenciacion de
ambas distribuciones en una red, se puede calcular mediante la funcién de correlacién de las
conexiones posibles entre los nodos de diferentes grados, y la correccién normalizada de dicha
funcion resulta en la funcién anterior. Cundo los valores r son positivos se dice que la red es
asortativa, cuando son negativos se dice que es diasortativa.

(a) (b)

Disassortative
Scale-free network

Assortative
Scale-free network

Se ha descrito anteriormente que las redes disasortativas, son menos estables, ya que si un nodo
deja de estar conectado, hay mas posibilidad de que la conexién global se rompa, son mas comunes
en sistemas bioldgicos. Mientras que las redes asortativas, se han observado en sistemas artificiales
y fisicos, siendo este tipo de redes, méas estable.

Promedio de via més corta promedio

El promedio de la via mas corta promedio, es la medida promedio del nimero de pasos de todas las
posibles conexiones entre dos nodos.

s
N SJZE:V n(n —1)

Donde, V representa el set de nodos, G, d(s,t) la via méas corta entre el nodo s y t; y n representa el
namero de nodos en la red G.
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