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Resumen

La hipéfisis es una glandula esencial para el mantenimiento de la homeostasis en los vertebrados y
para la regulaciéon de multiples funciones. Junto con el hipotdlamo y las gldndulas blanco de las
hormonas que secreta, la hipdfisis integra distintos ejes de regulacién neuroendécrina, cuya
alteracidn se asocia a diversas condiciones patolégicas. Pese a la vision habitual de que cada tipo
celular hipofisario responde a un tnico secretagogo hipotaldmico, existe una proporcion de células
en esta glandula capaces de responder a dos o mas factores liberadores hipotalamicos, las cuales se
denominan células multirresponsivas. Con la finalidad de evaluar el efecto de las alteraciones en los
ejes neuroenddcrinos sobre la multirrespuesta en la hipdfisis, se realizaron extirpaciones
quirurgicas de las glandulas adrenales, la tiroides y las gonadas en ratones hembra y macho. Se
registré la respuesta de calcio intracelular de las células en rebanadas de hipéfisis a factores
hipotalamicos, y se cuantificé el nimero de células con respuesta a cada secretagogo y combinaciéon
de estos. Las células monorresponsivas fueron mas abundantes que las multirresponsivas en todas
las condiciones. Entre las células multirresponsivas, por lo general se presenté una mayor
proporcion de aquellas que respondieron a un menor ndmero de factores hipotaldmicos. Se
observaron cambios en la respuesta de las células de la hipéfisis a secretagogos, entre las que
destacan un decremento en la proporcién de somatotropos y, en la mayoria de los casos, un
incremento en la presencia de gonadotropos. En hembras, cada alteraciéon a los ejes se vio
acompanada de un incremento en la proporcion del tipo celular adenohipofisario correspondiente
y, en varios casos, de un aumento en tipos de multirrespuesta que incluyen al factor hipotalamico
asociado al eje. Lo anterior no se observd en machos. Ademas, las proporciones de diferentes tipos
de monorrespuesta y multirrespuesta y su cambio después de alteraciones de los ejes fueron
diferentes de lo reportado en estudios similares hechos en cultivos celulares, lo cual podria indicar
que la respuesta de las células a sefiales hipotalamicas depende del contexto tisular en el que se
encuentren.



1. Introduccidén

1. Hipdfisis
La hipdfisis es una gldndula neuroenddcrina presente en todos los vertebrados, la cual esta
involucrada en la regulacion de multiples funciones biolégicas y en el mantenimiento de la
homeostasis. Esta glandula se localiza en la silla turca, una depresion del hueso esfenoides, y esta
cubierta por un pliegue de la duramadre denominado diafragma selar. La hipéfisis recibe su

nombre de su posicién bajo el cerebro, drgano con el cual se encuentra en estrecha interrelacién
(Melmed, 2011).

A través de la transduccién de sefiales neuroenddcrinas provenientes del hipotalamo, la hipéfisis
ejerce una funciéon reguladora sobre la actividad de muchos tejidos del cuerpo, con los que
interactia mediante la secrecion de hormonas. A su vez, la hipofisis es regulada por
neurohormonas secretadas en el hipotdlamo y por hormonas liberadas por sus glandulas blanco,
con las cuales se establecen ejes de retroalimentaciéon generalmente negativa. Esta interaccién
entre hipotalamo, hipéfisis y tejidos blanco de hormonas hipofisarias es esencial para la regulaciéon
homeostatica de los vertebrados y para la adaptacién a retos ambientales y a cambios fisiologicos
(Levine, 2012).

De acuerdo con su origen embriolégico, la hipéfisis se divide en dos partes: la neurohipéfisis y la
adenohipdfisis, las cuales difieren en cuanto a anatomia, fisiologia e histologia. La neurohipofisis es
de origen neuroectodérmico y surge como una proyeccién en direccién ventral del piso del
diencéfalo, llamada infundibulo. Por su parte, la adenohipéfisis tiene su origen embriolégico en el
ectodermo oral, iniciando como un diverticulo del estomodeo que se expande en direccién dorsal,
denominado bolsa de Rathke (Figura 1). Mas adelante en el desarrollo embrionario, la bolsa de
Rathke se escinde del estomodeo y se asocia con el infundibulo. En el ser humano el proceso de
desarrollo de la hipofisis comienza alrededor de la cuarta semana de gestacidn, mientras que en
ratones esto sucede cerca del dia embrionario 9 (Sheng, 1999; Kardong, 2012).
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Figura 1. Desarrollo embrionario de la hipéfisis. Un diverticulo del estomodeo se expande dorsalmente y
da origen a la bolsa de Rathke. A su vez, una proyecciéon en direccién ventral del diencéfalo genera el
infundibulo. Las dos estructuras se asocian y la bolsa de Rathke pierde su conexién con el ectodermo oral,
generando la adenohipéfisis mientras que el infundibulo da lugar a la neurohipéfisis. Adaptado de Kardong
(2012).

2. Neurohipofisis

La neurohipéfisis es un componente neuroectodérmico de la glandula cuya principal funcién es la
regulacion homeostatica del organismo a través de la secrecién de las hormonas oxitocina (OXT) y
vasopresina (AVP). Estas hormonas son liberadas en la pars nervosa, la divisién mas grande de la
neurohipofisis, la cual se encuentra compuesta principalmente por los axones no mielinizados de
neuronas magnocelulares de los nucleos paraventricular y supraéptico del hipotalamo, por las
terminales ax6nicas de estas células, y por pituicitos (células gliales que ayudan al almacenamiento
y a la regulacion de la secrecién hormonal en las células neurosecretoras), (Ben-Shlomo y Melmed,
2011; Hall, 2015).

Ademas de la subdivision mencionada, la neurohipdfisis de los tetrapodos estd integrada por el
tallo infundibular (Figura 2), una estructura que conecta a la pars nervosa con la base del cerebro.
Es a través de esta zona que atraviesan los axones de las células neurosecretoras que componen la
neurohipofisis (Jameson, 2017).



-

Hipotalamo A

Eminencia media

Adenohipdfisis
Pars tuberalis

Infundibulo

'-".‘
Lo
L4

Pars intermedia

Neurohipofisis
Tallo infundibular

Pars distalis

Pars nervosa

Silla turca—". — .{{b' »

Figura 2. Anatomia de la hipéfisis. La hipofisis se localiza sobre la silla turca del hueso esfenoides y se
compone de dos partes: adenohipdfisis, integrada por pars tuberalis, pars intermedia y pars distalis y
neurohip6fisis, integrada por tallo infundibular y pars nervosa. Esta glandula se conecta con la eminencia
media del hipotdlamo a través del infundibulo. Adaptado de Mescher (2013).

3. Adenohipdfisis

La adenohipoéfisis comprende la mayor parte de la hipéfisis. Su funcién en la transduccién de
seflales neuroenddcrinas es clave para el mantenimiento de la homeostasis en el organismo y
permite el control de multiples glandulas y la regulacion de diferentes funciones biolégicas (Ben-
Shlomo y Melmed, 2011).

Esta region de la hipdfisis desempefia una importante actividad endécrina, e incluye seis tipos de
células excitables capaces de sintesis y secrecién hormonal: gonadotropos que secretan hormona
foliculoestimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH), corticotropos que secretan hormona
adrenocorticotrdopica (ACTH), melanotropos que secretan hormona estimulante de los melanocitos
(MSH), tirotropos que secretan hormona estimulante de la tiroides (TSH), lactotropos que secretan
prolactina (PRL) y somatotropos que secretan hormona del crecimiento (GH). La liberacién de estas
hormonas depende de la actividad neurosecretora del hipotadlamo, que secreta factores liberadores
e inhibidores hacia la hip6fisis (Levine, 2012).

La comunicacion entre el hipotalamo y la adenohipo6fisis tiene lugar en la eminencia media, un area
del hipotdlamo en la que las ramificaciones de las arterias superiores hipofisarias forman el plexo
capilar primario al que las terminales neurovasculares de las células neurosecretoras hipotalamicas
liberan secretagogos. A diferencia del resto del hipotdlamo, la eminencia media se encuentra
desprovista de barrera hematoencefalica (Kleine y Rossmanith, 2016).



La adenohipéfisis de los tetrapodos puede dividirse en tres regiones: pars distalis, pars tuberalis y
pars intermedia (Figura 2).

En la pars distalis se lleva a cabo casi la totalidad de la funcién secretora de la adenohipdfisis e
incluye cinco tipos celulares endécrinos: gonadotropos, corticotropos, tirotropos, somatotropos y
lactotropos. El tipo celular secretor mas abundante de la pars distalis son los somatotropos, que
representan alrededor del 50% de la poblacién enddcrina de la adenohipéfisis. Por su parte, los
lactotropos componen entre el 10 y el 25% de estas células, los corticotropos entre el 10 y el 15%,
al igual que los gonadotropos, y los tirotropos son el tipo celular menos frecuente al representar
menos del 10% del total de la poblacién. Las proporciones de tipos celulares son variables en
funcidn del contexto fisiologico del organismo (Yeung, et al., 2006; Jameson, 2017).

Las células endocrinas de la pars distalis se encuentran organizadas en grupos no necesariamente
homotipicos, con un arreglo cordonal, y se encuentran soportadas por tejido conjuntivo reticular. A
su vez, la pars distalis se encuentra rodeada por una capsula de tejido conjuntivo denso fibroso, a
partir de la cual surgen trabéculas de tejido conjuntivo hacia el interior de la glandula (Mescher,
2013).

La pars tuberalis es una proyeccién de la pars distalis, y envuelve al tallo infundibular de la
neurohipdfisis. Esta divisién de la adenohipéfisis alberga a algunos gonadotropos (Ben-Shlomo y
Melmed, 2011).

Por otra parte, la pars intermedia es una estructura celular localizada entre la pars distalis y las pars
nervosa, derivada del lumen de la bolsa de Rathke. Su poblacién enddcrina se compone
exclusivamente de melanotropos, los cuales secretan varios derivados de la proopiomelanocortina
(POMC). Por lo general, la pars intermedia se encuentra poco desarrollada en tetrdpodos, y en
humanos adultos es rudimentaria (Drouin, 2011; Kardong, 2012).

Durante las primeras etapas del desarrollo de la adenohipdfisis es esencial la interacciéon del
ectodermo oral con el diencéfalo ventral. Factores de transcripcion presentes en este ultimo, como
Bmp4, Fgf8 y 10 y Sox2 son importantes para la formacién de la bolsa de Rathke. La proliferacion
celular en la bolsa de Rathke depende de la sefializaciéon de Shh y de factores de transcripcion
asociados con esta via (Gil1-3). Posteriormente, diferentes factores transcripcionales de la familia
LIM-HD como Isl1, Lhx3 y Lhx4 juegan papeles importantes en el mantenimiento celular de la
hip6fisis en desarrollo, asi como en la regionalizacién de la misma.

Pitx1 y Pitx2 son relevantes en la supervivencia, proliferacion y diferenciacion de las células en esta
etapa del desarrollo. Fgf10 también es esencial para la supervivencia celular en esta fase (Zhu, et al,,
2007; Larkin y Ansorge, 2017).

El surgimiento de los tipos celulares depende de un cambio entre la tasa de expresion de factores
que favorecen la proliferacion celular y de factores que inducen la diferenciacion. El primer tipo
celular enddcrino en diferenciarse son los corticotropos, alrededor del dia e12.5 en ratén. La
expresion de POMC es necesaria para la especificacién de estas células, al igual que para el
surgimiento de los melanotropos. La expresion de POMC depende de la interacciéon de varios
factores de transcripcién, incluyendo Notch, Hes1, Tbx19 y Pitx1. NeuroD1, un factor bHLH (hélice-
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bucle-hélice basica), también es importante para la expresion de POMC en corticotropos, pero no en
melanotropos (Drouin, 2011).

La diferenciacién de somatotropos, lactotropos y tirotropos es dependiente de la expresién del
factor de transcripcioén Pitl, la cual comienza alrededor del dia e13.5 en ratén y depende, a su vez,
de otros factores como Propl. Los mecanismos implicados en la separacion del linaje de los
somatotropos y de los lactotropos no estan claros, aunque los estrégenos parecen ser una parte
central de las interacciones que dan lugar a la diferenciaciéon de lactotropos. La diferenciacién de
tirotropos, por su parte, depende de la expresion de GataZ2 ademas de la de Pit1 (Drouin, 2011).

La diferenciaciéon de gonadotropos depende de la expresion del factor de transcripcion Sf1, en
accion sinérgica con Egrl. Es posible que GataZ, cuya expresion en la hipéfisis en desarrollo
precede a Sf1, juegue un papel en la diferenciacion de los gonadotropos, aunque su relevancia no
esta del todo dilucidada. Pese a que los gonadotropos son el tltimo tipo celular en establecerse en la
adenohipdfisis, con expresion de LH y FSH en el dia el6.5, Sf1 es detectable en los futuros
gonadotropos desde el dia e13.5 en roedores (Figura 3) (Drouin, 2011).

e7.5 e9.5 e10.5 el1.5 el125 e13.5 el17.5

Tbx19

BMP4 Pitx1,2 FGF10

Shh, Gil1,2 Lhx3,4 Shh [}-catenina
— — —_ — ‘
Hesx1 v Pitx2 _—

Isi1
Lhx3,4
Notch

Hes1

Tbx19
NeuroD1

Figura 3. Diferenciacion de los tipos celulares enddcrinos de la adenohipdfisis. La diferenciacion de los
tipos celulares de la adenohipdfisis estd asociada con la expresién de distintos factores de transcripcion
durante el desarrollo embrionario. Los linajes de corticotropos y melanotropos se diferencian tras la
expresion de POMC, regulada por multiples factores. La diferenciacion de los gonadotropos depende de la
expresion de Sf1. El linaje de somatotropos, lactotropos y tirotropos se diferencia tras la expresion de Pit1. La
diferenciacidn de los tirotropos se da gracias al factor GataZ2. Adaptado de Zhu, et al. (2007).
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Durante el desarrollo de la adenohip6fisis se establecen, ademas de las células enddcrinas, varios
tipos celulares sin actividad secretora, entre las que se cuentan las células foliculoestrelladas,
células troncales y células vasculares o asociadas a la vasculatura.

Las células foliculoestrelladas tienen un origen neuroectodérmico, por lo que expresan marcadores
como S100 y la proteina fibrilar acidica de la glia (GFAP). Estdas células son excitables y forman una
red en la adenohipdfisis, estableciendo uniones comunicantes tanto con células enddcrinas como
con otras células foliculoestrelladas. Por esto, se ha propuesto que pueden desempeiar un papel en
la orquestacion de la secrecion hormonal. Asimismo, las células foliculoestrelladas producen una
serie de factores de crecimiento y de compuestos moduladores de la funcién enddcrina, y expresan
receptores a hormonas secretadas por células de la adenohipdfisis, lo que podria implicar una
funcidn en la regulacion de la actividad de esta glandula (Musumeci, et al., 2015).

Algunas células en la adenohipéfisis son positivas para el factor de transcripciéon Sox2, el cual se
expresa en las células de la bolsa de Rathke durante el desarrollo embrionario. Estas células estan
presentes tanto en la pars intermedia como en la pars distalis, y estan involucradas en la renovacion
de células endocrinas en la adenohipéfisis, en la reparacién de dafio tisular y en la adaptacién a
condiciones de demanda fisioldgica (Florio, 2011).

Finalmente, la adenohipdfisis incluye también a células que integran a la vasculatura y a pericitos,
células murales asociadas a los capilares sanguineos, las cuales presentan actividad contractil y
estan involucradas en la regulacion del flujo de sangre dentro de la glandula (Del Rio Valdés, 2015).

4. Irrigacion de la hipofisis

La adenohipoéfisis cuenta con un sistema de vasos sanguineos que permiten la comunicaciéon a
través de hormonas con el hipotadlamo, asi como la canalizacién de los productos de la secrecién
hormonal a la circulacién sistémica (Figura 4). Esta glandula se encuentra irrigada por las arterias
hipofisarias superiores, las cuales derivan de las arterias carétidas internas. En tetrapodos, estas
arterias se ramifican a la altura del infundibulo y forman el plexo capilar primario en la eminencia
media. A partir de este plexo capilar, varios vasos sanguineos corren en direccion a las pars distalis,
en donde se establece el plexo capilar secundario, compuesto por capilares fenestrados. Mediante
este conjunto de vasos sanguineos, denominado sistema porta hipofisario, los factores liberadores e
inhibidores provenientes del hipotilamo son distribuidos a las células endécrinas de la
adenohipdfisis, las cuales secretan hormonas que se dirigen a la circulacion sistémica mediante
venas que parten del plexo capilar secundario. Al mismo tiempo, existe un cierto grado de flujo
sanguineo retrogrado que permite el intercambio hormonal en ambos sentidos entre la
adenohipdfisis y el hipotalamo (Kaiser y Ho, 2016).
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Figura 4. Irrigacion de la hipdfisis. La arteria superior hipofisaria se ramifica en la eminencia media y
forma el plexo capilar primario, al que las células neurosecretoras hipotalamicas liberan su secrecién. Estas
hormonas viajan hacia el plexo capilar secundario, localizado en la pars distalis. Ahi, las células enddcrinas
hipofisarias entran en contacto con las neurohormonas y liberan sus propias hormonas, que salen a la
circulacién sistémica a través de las venas hipofisarias. La neurohipoéfisis estd irrigada por las arterias
hipofisarias superiores e inferiores, entre otras. Adaptado de Ben-Shlomo y Melmed (2011).

Por su parte, la neurohipéfisis recibe sangre arterial de la circulacidn general, sin tener un sistema
porta. El suministro sanguineo hacia esta estructura estd dado por varias arterias, entre las cuales
resaltan las arterias hipofisarias superiores y inferiores, originadas de las arterias carétidas
internas. Estas arterias se anastomosan en las inmediaciones de la neurohipéfisis formando dos
redes vasculares: el plexo anastomdtico arterial circuninfundibular, a la altura del tallo
infundibular, y el circulo arterial hipofisario inferior, alrededor de la base de la hip6fisis. A través de
estos vasos sanguineos, las hormonas liberadas por las terminales neurovasculares en la pars
nervosa alcanzan la circulacién sistémica (Gibo, et al., 1993).
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5. Respuesta de Ca?* intracelular

La secrecién hormonal depende de la sefializacién de calcio (Ca?*), un catién divalente fundamental
para todos los seres vivos debido a su capacidad para alterar la conformacion de proteinas y
campos electrostaticos a nivel local. Debido a dichas propiedades de este ion, muchos procesos
celulares estan asociados a su regulacidn, incluyendo ademas de la sintesis y secreciéon de
hormonas a la proliferacion celular, la contraccion y la apoptosis, entre muchos otros. A causa de
este papel fundamental en tantos procesos esenciales para el mantenimiento de la homeostasis,
varios de los cuales comparten vias efectoras, la concentracién intracelular de Ca?* ([Ca?+*];), al igual
que sus patrones espaciotemporales de cambio, se encuentran sujetos a una estricta regulacién por
parte de diversos mecanismos. De esta manera las células compartamentalizan, extruyen o quelan
al Ca?, manteniendo una [CaZ]; de alrededor de 100 nM, unas 20,000 veces menor a la
concentracion en el rango pM que se encuentra en el medio extracelular (Clapham, 2007).

Los tipos celulares secretores de la adenohipdfisis son células excitables. En respuesta a la unién de
determinados secretagogos hipotaldmicos pueden generarse potenciales de acciéon y ocurrir
cambios dindmicos en la [CaZ*]; durante los cuales se da un incremento temporal de varios érdenes
de magnitud en la concentracién de este ion. De manera similar, la unién de ciertos agonistas de
receptores en la membrana plasmatica puede causar el efecto inverso y reducir la actividad
eléctrica y de Ca?* intracelular. La interaccidn de estos procesos determina la ocurrencia de la
sintesis y la secrecién de hormonas adenohipofisarias (Li, et al., 1995).

La excitabilidad de las células de la adenohipéfisis depende en gran medida de la actividad de
canales de Ca?* dependientes de voltaje (Cav). Ante la despolarizacion de la membrana plasmatica,
estos canales se abren y permiten la entrada de Ca2* del medio extracelular al interior de la célula.
Existen varios canales Cay, los cuales se clasifican en canales de alto y de bajo umbral dependiendo
de la magnitud de la despolarizacién de la membrana necesaria para su apertura. Los canales Ca,
tipo T son de bajo umbral y requieren un aumento pequefio en el potencial de membrana para
activarse, inactivandose rapidamente después de abrirse. Por su parte, los canales Ca, tipo L, N, P/Q
y R son de alto umbral y permanecen activos por mas tiempo, tras lo cual su inactivacién no es
completa. Las células enddcrinas de la adenohipéfisis presentan canales Cay tipo L y T (Stojilkovi¢,
etal,2010).

En la via Gs (Figura 5), la subunidad o de la proteina G activa a la enzima adenilato ciclasa, la cual
cataliza la conversion de ATP a AMP ciclico (cAMP). El aumento en la concentracion intracelular de
cAMP, a su vez, activa a la proteina quinasa A (PKA), que fosforila residuos de serina y treonina en
multiples canales de membrana que al activarse permiten la entrada de iones que despolarizan a la
membrana, promoviendo la apertura de canales Ca, y la entrada de este ion del medio extracelular
hacia el citosol. PKA, ademas, silencia a los canales rectificadores de potasio (Ki), los cuales
participan en el mantenimiento del potencial de membrana en reposo y dificultan la
despolarizacién de la membrana (Stojilkovi¢, 2012).

La via Gi/, (Figura 5) tiene una funcién antagénica con la via Gs. En este caso, la subunidad a de la
proteina G, tras su activacién y disociacion, inhibe a la adenilato ciclasa. Esto impide la generacion
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de cAMP a partir de ATP y evita la apertura de canales de Ca?* en la membrana plasmatica. A su vez,
las subunidades By activan canales K;. e inhiben la actividad de canales Ca, tipo L, impidiendo la
despolarizacion de la membrana plasmatica y la secrecion hormonal (Stojilkovi¢, et al,, 2010).

GPCRs acoplados a GPCRs acoplados
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Figura 5. Via de seiializaciéon mediada por GPCRs acoplados a proteinas Gsy Gi/o. La uniéon de un agonista
aun GPCR en la membrana plasmatica ocasiona la disociacién de la subunidad o de la proteina Gs acoplada al
receptor y la activacién de la enzima adenilato ciclasa, la cual cataliza la conversiéon de ATP a cAMP. Al
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aumentar la concentracion citosélica de cAMP se activa PKA, la cual permite la apertura de canales i6nicos
que despolarizan la membrana plasmatica. PKA también causa el cierre de canales que mantienen el potencial
en reposo de la membrana. La unién de agonistas a GPCRs acoplados a proteinas Gij impide la
despolarizacién de la membrana, ya que la subunidad « disociada de estas proteinas G inhibe a la adenilato
ciclasa. Adaptado de Stojilkovi¢ (2012).

En la via Gq/11 (Figura 6), 1a subunidad a disociada de la proteina G se difunde al citosol y activa a la
fosfolipasa C-B (PLC-B). Esta enzima cataliza la hidrélisis del fosfolipido de membrana
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP;) a diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3). DAG,
que es hidrofébico, permanece en la membrana lipidica, mientras que IP3; se difunde al citosol y
alcanza sus receptores en la membrana del reticulo endoplasmico (RE). Los receptores de IP3
(IP3Rs) son canales catiénicos no selectivos que al abrirse permiten el paso de Ca2* del RE al citosol,
incrementando la [Ca2*]i. Por otro lado, DAG activa a diferentes isoformas de proteina quinasa C
(PKC) presentes en la membrana plasmatica, varias de las cuales también son activadas por el
incremento en la [Ca2*]i. Ante el aumento en la [Ca%*]; ocasionado por la salida de este ion del RE,
bombas SERCA (ATPasa de Ca2* del reticulo sarcoplasmico/endoplasmico) ayudan al relleno de
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este reservorio y a la disminuciéon de la [Ca2*]; a la vez que bombas i6nicas en la membrana
plasmatica, como el intercambiador Na*/Ca?* y la ATPasa de Ca?*, extruyen al Ca%* del citosol
(Fiekers, 2001; Stojilkovi¢, et al,, 2005).
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Figura 6. Via de sefializacion mediada por GPCRs acoplados a proteinas Gq/11. La uniéon de un agonista a
un GPCR en la membrana plasmatica ocasiona la disociacién de la subunidad « de la proteina Gq/11 acoplada al
receptor y la activacion de PLC-f3. Esta enzima cataliza la formacién de IP3 y DAG a partir de PIP;. DAG activa a
PKC y genera la apertura o el cierre de diversos canales idnicos en la membrana plasmatica. IP3 activa canales
ionicos en la membrana del RE, permitiendo la salida de Ca2* hacia el citosol. Al aumentar la [Ca2*] en el
citosol, las bombas SERCA movilizan este ion al interior del RE. Adaptado de Stojilkovié (2012).

La activaciéon de GPCRs tiene como consecuencia la desensibilizacion de estos receptores. Este
proceso puede darse por el desacoplamiento del receptor y las proteinas G a causa de su
fosforilacion por PKA o PKC, en lo que pueden estar involucrados DAG u otros mecanismos
dependientes de Ca?*, 0 mediante la accion de GRKs (quinasas de GPCR). Todas estas quinasas
fosforilan residuos de serina o treonina en el carboxilo terminal de los GPCRs, aunque las GRKs
solamente presentan esta accién sobre receptores unidos a agonistas. La fosforilacién de los GPCRs
permite la unién de [-arrestina, la cual los marca para endocitosis a través de complejos
endociticos. Tras ser endocitados, los GPCRs pueden ser degradados en lisosomas o desfosforilados
y reciclados (Ferguson, 2001).

Las células endocrinas de la adenohipofisis presentan actividad eléctrica espontanea independiente
de la interaccién con factores provenientes de fuera de la célula. Esto implica la generacién de
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potenciales de acciéon sin que se involucren vias de sefalizaciéon en respuesta a la unién de
agonistas con GPCRs, pero que son dependientes de la presencia de Ca?+ extracelular. La actividad
de los canales activados por hiperpolarizacion y regulados por nucleétidos ciclicos (HCN) se ha
identificado como importante, aunque no suficiente, para que ocurra la actividad eléctrica
espontanea en células de la adenohipéfisis. Sin embargo, s6lo en somatotropos y lactotropos esta
actividad es suficiente para inducir un incremento en la [Ca?*]; tal que permita la secrecidn
hormonal. Esto esta relacionado con las caracteristicas del cambio de potencial de membrana
durante la generaciéon de potenciales de acciéon espontaneos en estos dos tipos celulares y la
manera en que influye en los osciladores de [Ca?*]i. En somatotropos y lactotropos, ademas, la
secrecion inducida por actividad eléctrica espontdnea se encuentra regulada negativamente por
efectores de la via Gjs, especificamente por somatostatina (SST) y dopamina (DA). La actividad
eléctrica espontanea es funcionalmente relevante, no solamente en cuanto a la secrecién hormonal
en somatotropos y lactotropos, sino también en lo que respecta al relleno de los reservorios
intracelulares de Ca%+* después de la estimulacién con factores liberadores de hormonas (Li, et al,
1995; Tomié¢, et al., 1999; Van Goor, et al, 2001; Kretschmannova, et al, 2012; Durdn-Pastén y
Fiordelisio, 2013).

6. Ejes neuroendocrinos

El hipotdlamo ejerce un control neurohumoral sobre la actividad secretora de la adenohipéfisis. Las
células de esta glandula liberan diferentes hormonas en respuesta a estimulos hipotalamicos, las
cuales tienen su blanco en diversos tejidos a lo largo del cuerpo. A su vez, estos responden a dicha
interaccion produciendo una amplia gama de compuestos que generan cambios fisiol6gicos. Tanto
el hipotalamo como la hipofisis son sensibles a sefiales enddcrinas producidas en respuesta a las
hormonas que liberan y, al mismo tiempo, ambos responden a metabolitos presentes en la
circulacién. Finalmente, el hipotdlamo recibe conexiones neuronales aferentes mediante las cuales
otras partes del cerebro pueden modular su actividad, estableciéndose frecuentemente una via de
comunicacion indirecta asociada con los productos de la interaccion de hormonas
adenohipofisarias con sus blancos. El conjunto de interacciones entre hipotalamo, adenohipéfisis y
tejidos blanco de las hormonas que esta secreta establecen diferentes ejes de control
neuroenddcrino, los cuales constituyen sistemas de regulacién homeostatica (Levine, 2012).

Los ejes de regulacion neuroenddcrina pueden tener dos o tres niveles, dependiendo de si tienen
glandulas blanco definidas (tres niveles) o si la principal interaccién del eje se da entre el
hipotadlamo y la hipdfisis, con multiples tejidos blanco de las hormonas adenohipofisarias (dos
niveles), (Figura 7). Habitualmente se reconocen como ejes neuroenddcrinos solamente aquellos
que se establecen entre hipotadlamo, hipoéfisis y génadas, glandulas adrenales o tiroides. Los
distintos elementos de estos ejes integran y transducen informacién proveniente de distintas
fuentes, entre las que predominan las sefiales del nivel inmediato superior en la composicion del
eje. De forma simplificada, puede considerarse que los ejes neuroenddcrinos son capaces de
detectar desviaciones del valor de referencia de diferentes parametros fisiolégicos en contextos
biolégicos especificos, y de responder a ellos mediante cambios en la secrecién hormonal que
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permiten mantener la homeostasis. Los ejes neuroenddcrinos establecen sistemas de
retroalimentacién sobre su propia actividad, que por lo general son de tipo inhibitorio. Las asas de
retroalimentacion entre las glandulas blanco y el hipotadlamo o la hipofisis se denominan asas
largas, mientras que las que ocurren entre la hipdfisis y el hipotdlamo son asas de
retroalimentacion cortas (Levine, 2012).

@ . . S
— Hipotalamo -~
A Factor liberador Factor inhibidor
@ o Asa de
= - A retroalimentacion
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| © Adenohipofisis
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retroalimentacion
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Hormona hipofisaria —
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Glandula blanco

Hormona de glandula blanco

Figura 7. Representacion esquematica de ejes de regulacion neuroenddcrina. El hipotidlamo libera
factores liberadores e inhibidores hacia la adenohipéfisis. En respuesta, células en esta glandula secretan
hormonas que viajan por el torrente sanguineo y alcanzan sus glandulas blanco, generando secrecion
hormonal en estas. Las hormonas hipofisarias pueden establecer asas de retroalimentacidon corta con el
hipotalamo, mientras que las hormonas producidas por las glandulas blanco tienen asas de retroalimentaciéon
larga con la adenohipéfisis y el hipotdlamo. Adaptado de Hiller-Sturmhdofel y Bartke (1998).

1. Eje hipotalamo-hipofisis-gonadas

El eje hipotalamo-hip6fisis-gonadas (HHG) esta integrado por células parvocelulares de las regiones
medio-basal, infundibular y periventricular del hipotalamo que secretan hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH), gonadotropos en la hipdfisis y células de la teca y de la granulosa, en
hembras, o células de Sertoli y de Leydig en machos (Figura 8). Las neuronas GnRHérgicas
hipotalamicas liberan GnRH hacia la circulacion de la hipdfisis, en la eminencia media. A través del
sistema porta hipofisario, esta neurohormona alcanza a los gonadotropos, que liberan
gonadotropinas (LH y FSH) en respuesta a la interaccién de GnRH con su receptor de membrana. A
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su vez, las gonadotropinas ejercen un efecto biolégico al interactuar con células en el aparato
reproductor (Kleine y Rossmanith, 2016).

El eje HHG permite la capacidad reproductiva de los organismos mediante la regulacién de la
gametogénesis y la esteroidogénesis (Kaiser, 2011).
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Figura 8. Componentes y regulacion del eje HHG en hembras y machos. Neuronas del hipotalamo liberan
GnRH a la eminencia media, tras lo cual esta hormona alcanza a los gonadotropos en la adenohipéfisis. En
respuesta a esto, los gonadotropos secretan LH y FSH al torrente sanguineo, que interactian con los ovarios
(A) o los testiculos (B) y estimulan la produccién de hormonas sexuales, las cuales establecen un asa de
retroalimentacidn negativa sobre el eje. Adaptado de Hiller-Sturmhdofel y Bartke (1998).

La molécula de GnRH es un decapéptido cuya unién con receptores de membrana en los
gonadotropos da lugar a la sintesis y secreciéon de LH y FSH. Existen cuatro formas de GnRH
descritas en vertebrados, las cuales varian en funcién del tejido y del grupo taxonémico. En
tetrapodos se suele expresar alguna forma de GnRH1 y una GnRH2 que es comun a todos, siendo
GnRH1 la forma asociada con la secrecidn de gonadotropinas en la hip6fisis (Chen y Fernald, 2008;
Roch, et al., 2012).

Las neuronas GnRHérgicas del hipotdlamo liberan este secretagogo como resultado de su
estimulacién por diferentes factores. Entre los numerosos compuestos que regulan la actividad de
estas células se encuentra la kisspeptina, la leptina, el gliceraldehido 3-fosfato (G3P), la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), glucocorticoides (GCs), DA, serotonina, GABA, glutamato y
hormonas sexuales en sangre, asi como la GnRH misma. De esta manera, la sintesis de GnRH esta
acoplada al estado metabdlico y de estrés del organismo. La principal asa de retroalimentacion
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negativa del eje HHG se da a través de hormonas esteroideas producidas en las gonadas (estradiol,
progesterona, testosterona). Sin embargo, niveles altos de estradiol en sangre antes de la ovulacién
actiian como una sefial de retroalimentacion positiva sobre la sintesis y secrecion de LH mediante la
estimulacidn de la liberaciéon de GnRH en el hipotadlamo y la sensibilidad de los gonadotropos a esta
neurohormona. Compuestos como activinas, inhibinas y folistatina también son reguladores
importantes de la funcion del eje HHG. Uno de los mecanismos mediante los cuales se ejerce esta
regulacion es el control de la expresiéon de GnRHR en los gonadotropos, la cual modifica la
capacidad de estas células para responder a estimulos con GnRH. La modulacién de la expresion de
estos receptores es importante, por ejemplo, en la progresion de los ciclos sexuales en hembras
(Millar, et al., 2012; Duran-Pastén y Fiordelisio, 2013; Low, 2016).

La liberacién de GnRH se da de forma coordinada, en pulsos cuya dinamica temporal tiene un efecto
sobre la secrecién de FSH o de LH. Pulsos de alta frecuencia de GnRH estan asociados con la sintesis
y secrecion de LH, mientras que pulsos con baja frecuencia promueven que se libere FSH. Pese a
que la secrecidon de esta tultima se ve influida por GnRH, esta hormona se produce y libera de
manera constitutiva en los gonadotropos, y se encuentra limitada por la tasa de biosintesis de FSH.
Cabe mencionar que tanto las gonadotropinas como TSH comparten una misma subunidad a,
mientras que la subunidad 8 es especifica para cada hormona (Krsmanovi¢, et al, 1996; Duran-
Pastén y Fiordelisio, 2013).

Los gonadotropos, presentes en la pars distalis y en la pars tuberalis, son células medianas con una
morfologia ovalada a irregular, las cuales poseen un nucleo prominente, redondo y excéntrico.
Tanto el aparato de Golgi como el RE rugoso son también notorios en estas células, que presentan
granulos de secrecion electrodensos de diferentes tamafios. Estas células sintetizan y secretan
gonadotropinas en respuesta a la uniéon de GnRH a su receptor en la membrana plasmatica. Existen
tres tipos de receptores de GnRH (GnRHRs) descritos, de los cuales GnRHR1 es la forma prevalente
tanto en el hipotidlamo como en los gonadotropos de los mamiferos. Este receptor es capaz de
unirse a GnRH1 y 2. GnRHR2 es la forma mas conservada de este receptor y se encuentra en todos
los grupos de vertebrados, aunque en ocasiones esta ausente en mamiferos, al igual que GnRH2.
GnRHR1 de mamiferos es particular debido a que carece de carboxilo terminal intracelular, lo cual
se ha asociado con su tasa lenta de desensibilizacién e internalizacién en esta clase de vertebrados
(Childs, 1997; Millar, et al., 2004; Kleine y Rossmanith, 2016).

Ante la unién a GnRH, los GnRHRs activan vias de sefializacién que resultan en secrecién hormonal.
Esto ocurre principalmente a través de proteinas Gg/11, aunque estos receptores pueden
encontrarse asociados a proteinas Gs y G;. La dindmica de la sefializacién intracelular inducida por
GnRH puede tener diferentes patrones en cuanto a la [Ca?*];; subumbral, si el estimulo no es
suficiente para generar una respuesta capaz de dar lugar a suficiente liberacién de Ca?* de los
reservorios, oscilatoria, en la que la concentracién de este ion aumenta y disminuye
secuencialmente, bifasica oscilatoria, en la que un aumento de gran magnitud en la [Ca%]; es
seguido por oscilaciones en esta concentracion, o bifasica no oscilatoria, cuando tras el aumento en
la [Ca?]; tiene un solo pico. La generacién de oscilaciones en la [CaZ*]; esta asociada con la dinamica
de entrada y salida de Ca?* del RE. Mientras que los IP3Rs en la membrana de este organelo
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responden al aumento en la concentracion de IP3;, permitiendo el efluyjo de Ca?* del RE, la
interaccion de este ion con el lado citoplasmico de los receptores ocasiona una liberacion todavia
mayor de Ca?* al citosol, amplificando la sefial. Incrementos muy altos de la [Ca?*] en las
inmediaciones de los IP3Rs ocasionan, a su vez, la inactivacion de los mismos, limitando la salida de
Ca?* al citosol. La interaccion entre la activacién de los [P3Rs, su inactivacion por Ca?+y la accién de
las bombas SERCA genera un patroén oscilatorio de la [Ca2*]i. Se ha sugerido que diferentes patrones
de sefializacién de Ca?* estan involucrados en diferentes funciones, como la sintesis y secrecion
diferenciales de distintas hormonas (Stojilkovi¢ y Tomié, 1996; Jiménez Medina, 2015).

En respuesta a GnRH, los gonadotropos liberan FSH y LH al torrente sanguineo, ambas
glucoproteinas diméricas. LH tiene receptores en la membrana de las células de la teca o de las
células de Leydig, seguin el sexo. En el caso de las hembras, LH propicia el desarrollo de cuerpos
luteos, la ovulacion y la sintesis de androgenos en las células de la teca. En machos, esta hormona
estd asociada con la produccién de testosterona en las células de Leydig. Por su parte, FSH cuenta
con receptores en las células de la granulosa y de Sertoli. En las hembras, FSH ocasiona la
conversion de androgenos a estrogenos en las células de la granulosa, y estd implicada también en
la foliculogénesis. En machos, esta hormona es importante en el proceso de espermatogénesis a
través de la regulacion de la actividad de las células de Sertoli (Wu, et al, 2007; Richards y Panga,
2010; Kaiser, 2011).

Alrededor del 70% de los gonadotropos son bihormonales y secretan tanto LH como FSH, mientras
que el resto de estas células son monohormonales. Las proporciones de gonadotropos mono y
bihormonales estan sujetas a cambios en funcién del contexto fisiolégico, por ejemplo, en las fases
del ciclo estral (Moriarty, 1976).

2. Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

El eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) se establece entre neuronas parvocelulares CRHérgicas
del nucleo paraventricular del hipotalamo, corticotropos en la adenohipdfisis que liberan ACTH y
las glandulas adrenales o suprarrenales (Figura 9). Este eje estd relacionado con la respuesta a
diferentes factores estresores, tanto psicoldgicos como fisicos. Entre estos se encuentran la
hipoglucemia, la actividad fisica intensa y el hambre. Ademas, el eje HHA estd en estrecha
interrelacién con el sistema inmune, habiendo una regulacién mutua entre las funciones de estos
dos componentes (McEwen, 2000; Wang y Majzoub, 2011).

El eje HHA interactda con los otros ejes neuroenddcrinos, lo cual es de particular importancia en la
respuesta a estresores fisicos agudos, cuando desencadena la reaccién de lucha, huida o paralisis.
En este proceso, hay cambios hormonales en el organismo que incrementan la probabilidad de
sobrevivencia, a costa del almacenamiento energético, el crecimiento y la funcién reproductora
(Engelmann, et al., 2004)
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Figura 9. Componentes y regulacion del eje HHA. Neuronas del hipotadlamo liberan CRH a la eminencia
media, tras lo cual esta hormona alcanza a los corticotropos en la adenohipdfisis. En respuesta a esto, los
corticotropos secretan ACTH al torrente sanguineo, la cual interactiia con las glandulas adrenales y estimula
la produccién de corticosteroides, los cuales establecen un asa de retroalimentacién negativa sobre el eje.
Adaptado de Hiller-Sturmhofel y Bartke (1998).

Neuronas hipotaldmicas secretan CRH, una hormona peptidica que, tanto en primates como en
roedores, tiene una secuencia de 41 residuos de aminoacidos. Al interactuar con receptores GPCRs
en la membrana de los corticotropos, en la adenohipofisis, estas células liberan ACTH a la
circulacién sistémica. Dado que el eje HHA estd involucrado en muchas funciones fisioldgicas, la
secrecion de CRH por neuronas hipotalamicas esta sujeta a regulacion por varios factores que
favorecen la liberacion de esta neurohormona, como citocinas y neurotransmisores inflamatorios,
glutamato, leptina y DA, y que la inhiben, como GCs, GABA y SST (Ben-Shlomo y Melmed, 2011).

Aparte de CRH, existen péptidos con secuencia similar (urocortina 1-3, sauvagina, urotensina [) que
ejercen un papel regulador sobre la funcién del eje HHA. Ademas, AVP tiene un efecto sinérgico con

CRH, potenciando la liberacién de CRH en los corticotropos (Aguilera, et al., 2004).

Los receptores de CRH (CRHRs) son GPCRs presentes en diferentes tejidos, que activan vias de
sefializacion intracelular en respuesta a péptidos de la familia de CRH. Existen tres formas de
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CRHRs. CRHR1 se encuentra en la membrana de los corticotropos, asi como en estructuras del
sistema nervioso como la corteza cerebral y el cerebelo. La expresion de este receptor en el nicleo
paraventricular del hipotalamo se incrementa en respuesta a estrés. Mientras tanto, CRHR2 se
presenta en areas subcorticales del cerebro y tejidos periféricos. Los roedores tienen dos formas de
CRHR2: a y B. CRHR2« esta presente en células del hipotalamo en estos animales (Aguilera, et al,
2004).

Tanto CRH como urocortina 1 pueden unirse a CRHR1 y 2, mientras que las urocortinas 2 y 3
solamente se unen a CRHR2. Ante la activaciéon de CRHR1 se da un aumento en la [Ca2*]; mediado
por proteinas Gs. En este caso, la accién de PKA ocasiona el cierre de los canales rectificadores
TREK-1, lo que despolariza la membrana plasmatica y ocasiona el influjo de Ca2* asociado con el
incremento en la sintesis de POMC. Tras su estimulaciéon por un agonista, CRHR1 es rdpidamente
fosforilado mediante la accién de PKC, no de PKA, después de lo que se desensibiliza e internaliza.
Al mismo tiempo, AVP acttia sobre la liberacién de ACTH en los corticotropos a través de los
receptores V1 y V2 presentes en la membrana de estas células. Estos receptores estan involucrados
en el aumento en la [CaZ*]; y en el incremento en la concentraciéon de cAMP mediante la activacion
de adenilato ciclasa. AVP estimula la liberacién de ACTH a través de la accién de PKC (Dieterich, et
al., 1996; Mazzocchi, et al., 1997).

Los corticotropos, localizados en la pars distalis de la adenohipdfisis, son células angulares, con RE
bien desarrollado y aparato de Golgi prominente. La respuesta de [Ca?*]; de estas células ante la
estimulacién con agonistas es oscilatoria, y dependiente de la entrada de Ca?* del medio
extracelular, lo que genera un patrén observable en el cambio en la [Ca?*]; tras la exposicién de las
células a CRH. Ademas, a diferencia de lo que ocurre en gonadotropos, el papel de las bombas
SERCA y de la reentrada de Ca2* al RE parece ser menos importante en corticotropos, con un rol
mas prominente del transporte de Ca2* al interior de las mitocondrias en la regulacién de la [Ca?+];
(Guérineau, et al., 1991; Lee y Tse, 2005; Wang y Majzoub, 2011).

Al contrario de lo que se observa en gonadotropos, mientras haya al menos una pequena cantidad
de CRHR1 en la membrana de los corticotropos, el nimero de estos receptores no parece jugar un
papel importante en la respuesta de estas células a CRH y urocortina (Aguilera, et al, 2004).

La estimulacion con CRH y/o con urocortina 1 genera un aumento en la sintesis de POMC, que luego
es procesado por distintos mecanismos y da lugar a diferentes productos. El corte de este péptido
por prohormona convertasas permite la generaciéon de ACTH en los corticotropos. ACTH es liberada
al torrente sanguineo e interactiia con receptores en la membrana de células de las glandulas
adrenales, estimulando su actividad esteroidogénica (Aguilera, et al., 2004).

Los GCs, sobre todo el cortisol, son los principales reguladores negativos del eje HHA. Estos
compuestos son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica y de unirse a receptores de GCs
(GRs) tipo I y II en las neuronas CRHérgicas del hipotalamo, en respuesta a lo cual estas células
sufren una disminucion en la expresiéon del gen de CRH, en los niveles del péptido y en la tasa de
secrecion del mismo. Este efecto estd asociado con la disminucién de la [Ca2*]; en las células
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CRHérgicas del hipotdlamo y con el aumento de la neurotransmisién GABAérgica hacia estas
células, lo cual inhibe la liberaciéon de CRH. Ademas de su efecto sobre la secreciéon de CRH, los GCs
también inhiben la secrecion de AVP en neuronas hipotalamicas y la sintesis de POMC en
corticotropos. Cabe mencionar que los GCs no tienen efecto, o incluso tienen un efecto positivo
sobre la transcripciéon de CRH en neuronas CRHérgicas no involucradas en el control hipofisario
(Dallman, 2005; Wang y Majzoub, 2011).

La liberacién de ACTH sigue un ritmo circadiano, marcado por proyecciones de neuronas del ntcleo
supraquiasmatico hacia las células del nucleo paraventricular del hipotalamo, con niveles altos de
ACTH y GCs temprano en la mafiana. Asimismo, ACTH es secretada en rafagas irregulares a lo largo
del dia (Chung, et al, 2011).

3. Eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides

El eje hipotalamo-hip6fisis-tiroides (HHT) incluye a neuronas parvocelulares TRHérgicas del ntcleo
paraventricular del hipotadlamo, a tirotropos que secretan TSH y a la glandula tiroides (Figura 10). A
través de la regulaciéon entre estos componentes se ejerce un control sobre la homeostasis
metabolica del organismo, asi como de algunas funciones relacionadas como la termogénesis, la
funcidn cardiovascular, el desarrollo y el crecimiento (Nillni, 2010; Hall, 2015).

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido generado en células neurosecretoras
hipotalamicas a través de la conversién enzimatica de precursores de mayor longitud, mediante la
accion de prohormona convertasas, exopeptidasas y la enzima PAM (monooxidasa peptidil-glicina
alfa-amidante). La secuencia de este tripéptido se encuentra conservada en todos los vertebrados.
TRH tiene receptores en la membrana de los tirotropos y los lactotropos, en la adenohipéfisis. Su
interaccion con GPCRs en los tirotropos da lugar a la sintesis y secreciéon de TSH, la cual a su vez
presenta receptores en las células de los foliculos tiroideos, en los que promueve la incorporacién
de yodo y tiroglobulina y la produccion de tiroxina (T4), la cual es modificada a triyodotironina (T3)
tanto en la tiroides como en otros tejidos del organismo (Zoeller, et al., 2007).

Los tirotropos son células de la pars distalis de la adenohipdfisis con forma irregular (poligonal,
alargada o estrellada), nucleo eliptico en posicion central y organelos bien desarrollados, con
granulos de secrecion hacia la periferia. Estas células presentan receptores de TRH (TRHRs), GPCRs
estimulados por dicha hormona hipotalamica. En los vertebrados existen tres tipos de TRHR, de los
cuales los roedores presentan TRHR1 y 2, siendo la primera la forma predominante en los
tirotropos. Al ser estimulados con TRH, estos receptores activa la via de sefializacién mediada por
proteinas Gq/11, dando lugar al incremento en la [Ca?*]; y la secrecion de TSH asociados a la
hidroélisis de PIP, y a la activacion de la PKC. Esta respuesta de Ca2* intracelular normalmente es de
tipo bifasico no oscilatorio, con un aumento marcado en la [Ca2*]; seguido de un descenso hacia una
meseta en la concentracidon de este ion. Sin embargo, en ocasiones la dindmica de aumento de
[Ca2+]; puede tener solamente un pico, sin pasar luego a una meseta, o exclusivamente una meseta.
Después de su activacion, TRHR1 es rapidamente fosforilado por la accién de GRK2, lo que permite
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la internalizacion de estos receptores y la desensibilizacion de los tirotropos a la estimulacién con
TRH (Saito, et al, 2011; Hinkle, et al., 2012; Stojilkovié, 2012; Kleine y Rossmanith, 2016).

/ ?f#%
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Adenohipéfisis
__Tiroides
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Figura 10. Componentes y regulacion del eje HHT. Neuronas del hipotadlamo liberan TRH a la eminencia
media, tras lo cual esta hormona alcanza a los tirotropos en la adenohipéfisis. En respuesta a esto, los
tirotropos secretan TSH al torrente sanguineo, la cual interactta con la tiroides y estimula la producciéon de
hormonas tiroideas, las cuales establecen un asa de retroalimentaciéon negativa sobre el eje. Adaptado de
Hiller-Sturmhofel y Bartke (1998).

Ademas de regular la produccién de TSH en los tirotropos, TRH también regula la glucosilacién de
esta hormona adenohipofisaria, lo cual modifica su biodisponibilidad y, por lo tanto, su efecto
fisioldgico (Taylor y Weintraub, 1985).

Las hormonas tiroideas (T4 y T3), sintetizadas en la tiroides en respuesta a TSH, constituyen los
reguladores negativos mas importantes del eje HHT y tienen un efecto inhibidor sobre la liberacion
hormonal de las neuronas TRHérgicas del hipotdlamo y de los tirotropos. Estas hormonas se
encuentran en el plasma sanguineo en unién con otras proteinas. Ademas de esto, la sintesis y
secrecion de TSH en la adenohipdfisis esta sujeta a regulacion por parte de moléculas como DA, SST
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y GCs, las cuales representan la interacciéon del eje HHT con otros sistemas de regulacion
neuroenddécrina. Existe evidencia que sugiere que la sintesis y secreciéon de TSH en la hipo6fisis se
encuentra bajo regulaciéon por factores enddcrinos y paracrino como la neurotensina y la
neuromedina B (Segerson, et al., 1987; Pazos-Moura, et al., 2003; Melmed, 2017).

4. Prolactina

La interaccién entre neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares de los nucleos arcuato y
periventricular del hipotdlamo, neuronas TRHérgicas del nicleo paraventricular y los lactotropos
de la adenohipofisis establece un eje neuroenddcrino de dos niveles centrado alrededor de la
secrecion de PRL (Figura 11). Este eje estd involucrado en una gran cantidad de procesos en los
vertebrados, entre las que se encuentran el balance electrolitico e hidrico, el crecimiento y el
desarrollo (especialmente en organismos con metamorfosis), la reproduccion, la regulacién del
sistema inmune, la lactancia, entre otros. En mamiferos, la PRL actia conjuntamente con las
gonadotropinas y modula su funcién en la formaciéon y mantenimiento de los cuerpos luteos, la
secrecion de progesterona, la maduracién de ovocitos, la capacitacion espermatica y varios otros
procesos (Ben-Jonathan y Hnasko, 2001; Lovejoy, 2005; Melmed, 2017).

Hipotalamo ( TRH )( anamina)
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Figura 11. Regulaciéon neuroenddcrina de la secrecion de PRL en mamiferos. Neuronas del hipotalamo
liberan TRH y DA a la eminencia media, tras lo cual estos factores alcanzan a los lactotropos en la
adenohipéfisis. En respuesta a la estimulacion con TRH y otros compuestos, los lactotropos secretan PRL al
torrente sanguineo, funcién inhibida por DA. PRL ejerce un efecto sobre multiples tejidos blanco, incluidas las
glandulas mamarias. Adaptado de Parker y Schimmer (2011).

Los lactotropos son células redondas o poliédricas con nucleo ovalado, que tienen una gran
cantidad de granulos de secrecidén de tamafio variable. La secreciéon de PRL en estas células es
estimulada por varios factores, entre los que resaltan TRH, AVP, VIP y OXT, la cual participa en la
liberacion de PRL estimulada por la succion en los pezones, en mamiferos. El tipo de respuesta de
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Ca?* intracelular a estos agonistas es bifasico no oscilatorio, con un pico en la [CaZ*]; seguido de una
meseta, en un proceso dependiente de la tasa de reentrada del Ca?* a los reservorios intracelulares
o de su extrusion de la célula. Pese a lo anterior, la liberaciéon de PRL se debe principalmente a la
interrupcién de su inhibicién ténica por DA, una catecolamina derivada de la transformacion de
tirosina. La principal fuente de esa catecolamina en la adenohipéfisis son neuronas dopaminérgicas
del hipotalamo que proyectan sus axones hacia la eminencia media. Adicionalmente, una parte del
estimulo inhibitorio de DA que reciben las células de la pars distalis proviene de otras neuronas
dopaminérgicas hipotaldmicas que secretan este neurotransmisor directamente hacia la
neurohipdfisis o la pars intermedia, llegando a los lactotropos mediante el intercambio sanguineo
entre estas estructuras (Freeman, et al, 2000; Vallone, et al, 2000; Stojilkovi¢, 2012; Melmed,
2017).

Existen cinco tipos descritos de receptores de DA (DR). La inhibicién de la secrecion de PRL en los
lactotropos causada por DA estd mediada por el subtipo 2 de estos receptores (D2R), el cual es un
GPCR acoplado a una proteina Gis. La activacion de D2R tiene como resultado la hiperpolarizacién
de la membrana plasmatica, la inhibicién de la adenilato ciclasa y la disminucién en la
concentracion de cAMP y Ca?* en el citosol. El proceso de desensibilizaciéon de D2ZR después de su
estimulacién con DA es independiente de GRKs (Vallone, et al., 2000; Celver, et al., 2013).

El principal mecanismo involucrado en la secrecién de PRL es la inhibicién de la liberaciéon de DA
por parte de las neuronas hipotalamicas que liberan este neurotransmisor al sistema porta
hipofisario. La inhibicién de la secrecién de DA se lleva a cabo mediante la interacciéon de
receptores en las neuronas dopaminérgicas del hipotdlamo con varios ligandos, como lactégenos,
GCs e histamina. Asimismo, estas neuronas tienen receptores de PRL, mediante los cuales se
establece un asa corta de retroalimentacidn negativa: el aumento en los niveles de esta hormona en
sangre causa un incremento en la expresion de la enzima tirosina hidroxilasa, la cual es el factor
limitante en la biosintesis de catecolaminas. Por lo tanto, esto conlleva una mayor sintesis y
liberacién de DA y la inhibicién de la actividad endo6crina de los lactotropos. La actividad
dopaminérgica en las neuronas de los nucleos arcuato y periventricular del hipotalamo es
estimulada por acetilcolina y glutamato, asi como por opioides. Factores que promueven la sintesis
y secrecion de PRL, como los estrégenos, también elevan niveles de DA. Estos compuestos
disminuyen la sensibilidad de los lactotropos a DA al reducir la expresion de D2R (Freeman, et al.,
2000).

5. Hormona del crecimiento

Neuronas parvocelulares GHRHérgicas y somatostatinérgicas de los nicleos arcuato y ventromedial
del hipotdlamo y los somatotropos de la adenohipdfisis integran un eje de regulacién
neuroendoécrina de dos niveles (Figura 12), en el cual la liberacién de GH incide sobre la actividad
de multiples tejidos a lo largo del cuerpo. Estos efectos se llevan a cabo tanto directamente por GH
como por el factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), el cual es producido en el higado en
respuesta a GH (Melmed, 2017).
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Este eje es importante en muchos procesos de los vertebrados, entre los cuales destacan el
crecimiento en longitud de los organismos antes de la edad adulta, el mantenimiento o incremento
de los tejidos musculares y dseos a costa de las reservas de lipidos, la sintesis de proteinas, entre
otros (Millar, et al, 2012).
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Figura 12. Regulacién neuroenddcrina de la secrecién de GH. Neuronas del hipotalamo liberan GHRH a la
eminencia media, tras lo cual esta hormona alcanza a los somatotropos en la adenohipo6fisis. En respuesta a
esto, los somatotropos secretan GH al torrente sanguineo, la cual interactia con varios tejidos blanco,
notablemente con el higado. Tanto GH como IGF-1, producido por el higado en respuesta a GH, establecen
asas de retroalimentacién negativa sobre el eje. Adaptado de Melmed (2017).

GH es una hormona de 44 residuos de aminoacidos secretada por los somatotropos en respuesta a
la interaccion de la hormona liberadora de hormona del crecimiento (GHRH) con sus receptores de
membrana. Los mamiferos presentan un receptor de GHRH (GHRHR) similar al que se encuentra en
el resto de los vertebrados, aunque existe otra forma de este receptor, GHRHR2, que se ha
encontrado en algunos peces, anfibios y aves. GHRHR puede reclutar tanto a proteinas Gs como
Ggq/11, €N respuesta a cuya actividad se da un aumento en la [Ca2*]; y se sintetiza y libera GH al
torrente sanguineo (Millar, et al., 2012; Tam, et al., 2013).
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De manera similar a lo que ocurre en tirotropos y lactotropos, el incremento en la [Ca2*]; en los
somatotropos en respuesta a GHRH es de tipo bifasico no oscilatorio, e involucra a la entrada de
Ca2* del medio extracelular y a su salida de los reservorios intracelulares. GHRHR se desensibiliza e
internaliza rapidamente después de la interaccion con su agonista (Stojilkovi¢, 2012).

La sintesis y secrecién de GH se encuentra sujeta también a una regulacién negativa por SST14, la
cual proviene de neuronas somatostatinérgicas del hipotalamo. La SST lleva a cabo su funcién
inhibitoria a través de la inhibicién de la via de cAMP mediante la activacién de proteinas Gi/, que
lleva a la apertura de canales de K* y al cierre de canales de Ca?*. Las células de la adenohipofisis
presentan cuatro de los cinco tipos de receptores de SST (SSTRs): SSTR1, 2, 3y 5. De estos, SSTR2 y
5 parecen tener un mayor efecto sobre la secrecion de GH (Ben-Shlomo y Melmed, 2010).

Tanto la expresion de GHRH como de SST sufre un incremento ante la interacciéon de hormonas
sexuales con las neuronas GHRHérgicas y somatostatinérgicas del hipotdlamo, aumentando
especialmente la producciéon de GHRH en la pubertad. La subida en la sintesis y secrecion de estos
factores es sexualmente dimorfico, y depende en parte de las diferencias en el ntimero y la
organizacién sinaptica de las neuronas secretoras de estas dos neurohormonas en machos y en
hembras (Millar, et al., 2012).

Los somatotropos de la adenohipdfisis actiian de manera coordinada, generando pulsos de GH
caracteristicos de machos y de hembras. Este dimorfismo sexual se manifiesta, en humanos, en la
forma de pulsos nocturnos de gran amplitud de GH en hombres, mientras que en mujeres GH es
liberada en pulsos mas frecuentes con una amplitud baja (Jaffe, et al., 1998).

La regulacién de este eje neuroenddcrino se da principalmente a través de GH e IGF-1, asi como por
ghrelina. Las neuronas GHRHérgicas del hipotdlamo presentan SSTR2, pero no tienen receptores a
GH, por lo que el efecto de esta hormona sobre su actividad es indirecto. Las neuronas
somatostatinérgicas, por otro lado, tienen receptores a GHRH y a GH, los cuales estimulan la sintesis
y secrecion de SST. IGF-1, ademas, actia directamente sobre los somatotropos inhibiendo la
liberacion de GH. Otros factores involucrados en la regulacion del eje de GH son la acetilcolina y los
GCs. Este eje se ve alterado en condiciones como el hambre, el estrés, la obesidad y el
envejecimiento (Herman-Bonert y Melmed, 2011).
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2. Antecedentes

1. Plasticidad funcional de la hipofisis

A través de la transduccién de senales hipotalamicas y provenientes de la circulacion sistémica, la
hip6fisis juega un papel fundamental en la respuesta fisiolégica del organismo a condiciones
internas y externas en movimiento constante. Cambios dinamicos en la actividad secretora de la
adenohipofisis permiten modular los ejes neuroendoécrinos y mantener la homeostasis frente a
cambios internos ocasionales o periédicos, como los ciclos sexuales (Figura 13), la prefiez, la
lactancia y la pubertad) y ante alteraciones provenientes del medio como por ejemplo el estrés
agudo, el hambre y el dafio fisico. Estas condiciones imponen demandas fisiolégicas diferentes a las
que los vertebrados responden a través de la adaptacién funcional de la hipéfisis y el hipotdlamo
(Hirano, et al., 1976; AoKi, et al., 1994; Marti y Armario, 1998; Kessler, et al., 2010; Ranabir y Reetu,
2011; Le Tissier, et al., 2017).
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Figura 13. Cambio en niveles de hormonas sexuales a lo largo del ciclo sexual en roedores y humanos.
En el panel a se observan los cambios en los niveles de estrégeno, progesterona, LH y FSH a lo largo del ciclo
estral en roedores. El panel b muestra los cambios en estas hormonas durante el ciclo menstrual en humanos.
La modificacién coordinada, periddica de gonadotropinas y hormonas sexuales es necesaria para la
progresion de los ciclos sexuales, e involucra cambios citoldgicos. Adaptado de Staley y Scharfman (2005).

La hipéfisis también es capaz de reaccionar a alteraciones en los ejes neuroenddcrinos, en la forma

de insuficiencia de hormonas secretadas por las glandulas blanco. Esta condicién puede ser causada
por defectos en el funcionamiento de los componentes distales de los ejes neuroenddcrinos o por la
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extirpacién de las gldndulas blanco. Diversos estudios han observado los efectos de la alteracion de
los ejes de regulacién neuroendécrina a través de la remocion quirtrgica de tejidos blanco de las
hormonas hipofisarias. Estos procedimientos, predeciblemente, tienen un efecto sobre el eje
neuroendoécrino correspondiente, incluyendo cambios en el nimero y el tamafio de las células de la
adenohipdfisis, modificaciones en las caracteristicas del RE y un incremento en la presencia de la
hormona hipofisaria afectada por la pérdida de sus factores de retroalimentacién negativa. Sin
embargo, también se ha reportado que la perturbaciéon de un eje neuroenddcrino modifica a los
demas. Por ejemplo, la extirpacién de los testiculos est4 asociada con un aumento en la masa de las
glandulas adrenales. Un resultado relevante es que, mientras que hay un ligero aumento transitorio
en el indice mitético en la hipofisis en respuesta a la pérdida de las géonadas o de las glandulas
adrenales, la remocidn de ambos 6rganos no resulta en un incremento en este indice equivalente a
la suma de lo que se observa en cada caso. Dicha respuesta ha llevado a autores a sugerir que hay
poblaciones celulares dentro de la adenohipéfisis que responden mitéticamente a alteraciones en
mas de un eje neuroenddcrino (Kitay, 1963; Wynn, et al.,, 1985; Ibrahim, et al., 1986; Mizobuchi, et
al., 1996; Nolan, et al., 1998; Nolan y Levy, 2006).

Las células troncales de la hipoéfisis, por su parte, han demostrado actividad bajo condiciones de
ablacion transgénica de poblaciones celulares adenohipofisarias, asi como proliferaciéon y
diferenciaciéon ante algunos cambios en la demanda fisiologica (Fu y Vankelecom, 2012; Rizzoti, et
al, 2013).

Los mecanismos de plasticidad de la adenohipoéfisis, resultado de una compleja red de
interacciones, pueden dar lugar también a procesos patolégicos cuando se encuentran
desregulados, como la tumorigénesis (Melmed, 2003; Senovilla, et al., 2004).

La generacion de pulsos de secrecion hormonal en la hipo6fisis es una formas importante en la que
esta glandula modula su regulacién sobre los tejidos blanco. Durante estos pulsos, la magnitud de la
liberacion hormonal no puede ser explicada a partir de la suma de células individuales secretando
en respuesta a factores hipotalamicos. La secrecion hormonal coordinada es de vital importancia en
multiples ejes neuroendécrinos y tiene una relacién directa con varios procesos bioldgicos
(Hodson, et al,, 2012; Le Tissier, et al., 2017).

En este sentido, se ha observado que la divisién celular y la apoptosis controlada por hormonas son
fendmenos que ocurren normalmente en la adenohipéfisis. Sin embargo, estos procesos no explican
el grado de plasticidad que presenta esta glandula, puesto que los cambios en la demanda
fisiolégica ocurren con demasiada frecuencia y, en ocasiones, intensidad, como para que
mecanismos de esta naturaleza puedan responder con la temporalidad y precision necesarias.
Asimismo, el incremento en el contenido de granulos de secrecion en las células de la hip6fisis no es
plausible, pues estudios previos han demostrado que la acumulacién de estos lleva a un incremento
en su degradaciéon en lisosomas. Por lo tanto, un contenido de hormona superior a la norma
resultaria en la degradacion del excedente (Takahashi, et al., 1984; Powell, 2005; Seilicovich, 2010;
Gannon y Christian, 2013).
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Por otro lado, un mecanismo que explica la generaciéon de pulsos hormonales de la magnitud
necesaria para generar efectos fisioldgicos especificos es la organizacién de las células de la
adenohipdfisis en redes tridimensionales homotipicas y heterotipicas, lo cual les permite responder
a estimulos como un conjunto en lugar de como células individuales. Ademas de células enddcrinas,
se ha propuesto a las células foliculoestrelladas como participantes en la comunicaciéon entre
células enddcrinas, ya que son capaces de conducir eficientemente impulsos eléctricos y de recibir y
producir sefiales paracrinas. Ademas de la coordinacién entre células enddcrinas, la generacién de
pulsos implica la regulaciéon del flujo sanguineo y de la colecta de hormonas en los capilares
fenestrados de la adenohipofisis, lo que permite la liberaciéon de una mayor cantidad de hormona
hacia la circulacién sistémica (Fauquier, et al., 2001; Schaeffer, et al, 2011; Hodson, et al.,, 2012;
Mollard, et al., 2012).

Un mecanismo celular que ha sido propuesto en relacién con la adaptacién rapida de la hipdfisis a
diferentes demandas fisiolégicas es la transdiferenciacion. En este proceso, células ya diferenciadas
sufren una transformacién hacia otro tipo celular sin pasar por un estado pluripotencial. Suele
asumirse que este proceso implica estados intermedios entre los dos tipos celulares, con
caracteristicas morfolédgicas y funcionales de ambos. La transdiferenciacién ha sido observada en la
hipéfisis bajo varias condiciones de cambio en la demanda funcional de esta glandula: en
hipotiroidismo se presenta un aumento reversible de células que coalmacenan GH y TRH
(tirosomatotropos), mientras que durante el embarazo aumenta la proporciéon de células que
expresan GH y PRL simultineamente (lactosomatotropos). También se ha observado que la
transdiferenciacion entre lactotropos y somatotropos puede ser modulada por hormonas sexuales,
y que la transdiferenciacion es posible incluso entre células de linajes relativamente lejanos como
los gonadotropos y los lactotropos (Horvath, et al., 1990; Kineman, et al, 1992; Vidal, et al, 2000;
Vidal, et al., 2001; Radian, et al.,, 2003; Shukuwa, et al., 2006).

2. Multifuncionalidad

De manera general se considera que cada tipo celular endécrino de la adenohipéfisis tiene asociado
un solo secretagogo hipotalamico, en respuesta al cual libera una sola hormona (o dos, en el caso de
los gonadotropos). Sin embargo, existe evidencia de que hay una proporcién de células dentro de la
hip6fisis para las cuales esta visién ortodoxa de la respuesta y secrecién hormonal no es aplicable,
las cuales se denominan como multifuncionales. La multifuncionalidad puede darse con respecto a
dos variables diferentes: la sintesis de hormonas y la respuesta a factores hipotalamicos (Villalobos,
etal, 1997).

La polihormonalidad hace alusién a la sintesis, almacenamiento y secrecién de dos o mas hormonas
en una misma célula. La multirrespuesta, en el contexto de la actividad endd6crina de la
adenohipdfisis, se refiere a la capacidad de las células de responder eléctricamente y presentar un
aumento en la [Ca2*]; en respuesta a dos o mas factores liberadores hipotaldmicos. En ambos casos,
la relevancia funcional de estas células no ha sido esclarecida (Kasahara, et al, 1994; Nufiez, et al,
2003).
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Un concepto relacionado con este es el de secreciéon paraddjica. Como su nombre lo indica, esto se
refiere a la secrecion de una hormona en respuesta a un factor liberador no correspondiente. De
forma particular, varios estudios han enfatizado la presencia de células multifuncionales en la
hip6fisis (Figura 14), los cambios en la proporcién de estas células bajo condiciones de estrés agudo
y sus diferencias en cuanto a sexo y edad. Asimismo, se ha estudiado su relacién con los adenomas
hipofisarios, de los que se ha postulado que podrian ser las células iniciales (Kasahara, et al., 1994;
Villalobos, et al., 1997; Nufiez, et al., 2003; Senovilla, et al., 2004; Villalobos, et al., 2004; Senovilla, et
al, 2005, 2008, 2015).

La respuesta de las células de la adenohipéfisis a factores hipotaldmicos esta relacionada con la
edad, habiendo una mayor abundancia de células no responsivas después del nacimiento, de células
multirresponsivas en la pubertad y de células monorresponsivas en la senescencia. Estos cambios

en la proporciéon de células multi, mono y no responsivas no presentan dimorfismo sexual en ratas
(Senovilla, et al., 2005).
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Figura 14. Caracterizacion de la multifuncionalidad en tirotropos. A, B y C muestran la respuesta de
[Ca?*]i de tirotropos (células que presentaron TSH). En A se ve la respuesta de un tirotropo monohormonal,
monorresponsivo. En B se ve la respuesta de un tirotropo monohormonal, multirresponsivo. En C se ve la
respuesta de una célula polihormonal y multirresponsiva. D muestra un tirotropo monohormonal y tres
tirotropos polihormonales. Modificado de Villalobos, et al. (2004).
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Las células multifuncionales, tanto polihormonales como multirresponsivas, conforman parte de la
poblacion de los cinco tipos celulares de la adenohipdfisis, aunque son menos abundantes en
lactotropos y somatotropos. Estudios previos han mostrado que mas de la mitad de las células
secretoras de la adenohipéfisis son polihormonales, y que las células multifuncionales son mas
frecuentes en hembras que en machos (Figura 15). Ademas, se ha reportado que las células
polihormonales tienen una menor respuesta a secretagogos hipotaldmicos, lo que podria disminuir
su relevancia en secrecion paradoéjica (Nufiez, et al., 2003).
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Figura 15. Dimorfismo sexual en la multifuncionalidad de células de la adenohipéfisis. Las graficas en A
ilustran el porcentaje de células de cada tipo que es monorresponsivo y multirresponsivo para cada tipo
celular. Las barras blancas indican machos y las barras negras hembras. La grafica B muestra la proporcion de
células de cada tipo que contienen cada hormona en machos y en hembras. Barras rayadas indican las células
monorresponsivas. Modificado de Nufiez, et al. (2003).

Un trabajo previo de nuestro grupo de trabajo sobre el impacto de la alteraciéon de los ejes
neuroendocrinos sobre la multirrespuesta en células de la hipdfisis encontré resultados
contradictorios con respecto a lo reportado por los estudios ya mencionados. Se determiné que los
corticotropos, no los somatotropos ni los lactotropos, son el tipo celular menos proclive a la
multirrespuesta. Asimismo, este trabajo concluyé que la multirrespuesta ocurre con mayor
frecuencia conforme involucre a menos factores hipotaldmicos, y que existen cambios en el patron
de multirrespuesta inducidos por alteraciones de los ejes de regulacién neuroenddécrina a través de
la escision de sus 6rganos blanco (Pedroza Cummings, 2016).

Aunque trabajos previos han hecho manifiesta la presencia de células multirresponsivas en la
adenohipofisis sana y en adenomas hipofisarios, todos los estudios hechos al respecto se han
realizado con células en cultivo o montadas en placas adhesivas. Ambos métodos implican la
disociacion proteolitica del tejido hipofisario, lo cual ocasiona la pérdida del microambiente de las
células y de las asociaciones establecidas entre ellas. Las células de la adenohipdfisis establecen
redes tridimensionales que tienen un efecto en su funcién y diferenciacién, las cuales se ven
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afectadas al disgregar el tejido, siendo asi que las células en cultivo establecen relaciones diferentes
entre ellas que las que se observan in vivo. Ademas, la interaccién con la vasculatura y con
compuestos presentes en la circulacion no se mantienen con dichos métodos, lo que puede
comprometer la identidad celular en cultivo (Le Tissier, et al., 2012).

3. Planteamiento del problema

Los estudios existentes al respecto de la multirrespuesta en células de la adenohipéfisis se han
realizado en cultivos celulares y han implicado un ndmero pequefio de células, lo cual dificulta la
obtencién de datos representativos. Asimismo, la relevancia funcional de estas células y su posible
papel en la adaptacién del organismo a retos fisioldgicos no han sido explorados.

Por lo anterior, los experimentos realizados en este trabajo se hicieron en rebanadas de tejido vivo
(ex vivo). Esto permite que las células sean observadas poco tiempo después del sacrificio del
animal y que las conexiones establecidas entre las células de la adenohip6fisis se mantengan a un
mayor grado que el que se tiene ante la disgregacion del tejido. Ademas, las rebanadas de tejido
contienen una mayor cantidad de células que las que se observan en cultivo, por lo que la
informacién derivada de ellas es mas representativa de la poblacién total de las células end6crinas
de la adenohipodfisis.
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4. Objetivos

1. Objetivo general

Evaluar los cambios en la multirrespuesta de células enddcrinas en rebanadas de adenohipofisis de
ratones hembra y macho, determinada a través de la respuesta de [Ca2+]; a factores hipotaldmicos
después la extirpacion de las glandulas blanco de los ejes neuroendécrinos.

2. Objetivos particulares

Determinar, mediante imagenologia de [Ca?*];, la proporcidn de células que responden a cada factor
hipotalamico (GnRH, CRH, TRH, GHRH y DA) en rebanadas de adenohipdfisis de ratones hembra y
macho en condiciones control y tras la alteracion de los ejes neuroenddcrinos.

Determinar, mediante imagenologia de [Ca2*]; la proporciéon de células en rebanadas de
adenohipofisis de ratones hembra y macho con respuesta a uno o a multiples factores
hipotalamicos y su cambio tras alteraciones de los ejes neuroenddcrinos.

Determinar, mediante imagenologia de [Ca?*]; la proporcién de células en rebanadas de
adenohipdfisis de ratones hembra y macho que responden a dos, tres y cuatro secretagogos
hipotalamicos, asi como las combinaciones de estos a las que se presenta respuesta, y como cambia
la proporcion de estas respuestas combinadas después de la alteracidn de los ejes neuroendocrinos.

5. Hipotesis

Al perturbar los distintos ejes neuroendécrinos y retirar las fuentes de factores de
retroalimentacién negativa, se observardn cambios en las proporciones de células
multirresponsivas con respecto al control. En cada caso, se presentara una mayor proporcién de
células multirresponsivas que reaccionen a la exposiciéon al factor hipotaldmico asociado al eje
alterado.

6. Materiales y método

1. Animales

Se emplearon 48 ratones de la cepa BALB/c (24 machos y 24 hembras) de dos meses de edad. Los
animales se mantuvieron en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM, con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas, temperatura de 22°C y agua y alimento ad libitum. El cuidado, manejo y
reproduccion de los animales se realizaron en conformidad con lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999.
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Para cada sexo se establecieron tres condiciones experimentales y un control, constando cada
grupo de 6 animales. El tamafio de muestra fue determinado mediante una prueba de potencia
estadistica con ayuda del software G*Power (Faul, et al,, 2009).

2. Cirugias

Se realizaron extirpaciones quirurgicas de las glandulas blanco de tres ejes neuroendocrinos:
adrenalectomia (ADX) para el eje HHA, tiroidectomia (TX) para el eje HHT y ovariectomia (OVX) u
orquiectomia (0QX) para el eje HHG. Cirugias simuladas fueron empleadas como condicién control.
Las cirugias se realizaron bajo anestesia con una combinacion de xilacina 16 mg/kg y ketamina 120
mg/kg. La anestesia se administré por via intraperitoneal, comprobando la adecuada sedacién de
los animales antes del inicio del procedimiento quirdrgico. Durante las semanas posteriores a la
cirugia, los ratones adrenalectomizados recibieron NaCl 0.9% en el agua, a fin de compensar la
deficiencia de sodio generada por la pérdida de las glandulas adrenales. Asimismo, a los animales
tiroidectomizados se les suministré lactato de calcio 2% en el agua debido a que la TX implica
necesariamente la extirpacion también de las glandulas paratiroides, lo que conlleva una
disminucién en la capacidad de reabsorcidén de calcio (Van Pelt, 1977).

3. Registro de actividad de [Ca?*]; en rebanadas de hipdfisis

Tres semanas después de las cirugias, los ratones se sacrificaron por decapitacion bajo el efecto de
anestesia. Para cada animal se extrajo la glandula hipoéfisis entera, de la que se obtuvieron
rebanadas de 130 pm de grosor. Estas rebanadas vivas se incubaron con el indicador fluorescente
intensiométrico de Ca?* Fluo-4 AM (Invitrogen, Eugene, OR, EUA) 22 uM en solucién ACSF (liquido
cefalorraquideo artificial; NaCl 118 mM, KCI 3.01 mM, HEPES 1.09 mM, NaHCO3 2.5 mM, D-(+)-
glucosa 11 mM, CaCl; 2.5 mM, MgCl; 4-8 mM, pH 7.3-7.4) con 0.2% de acido plurénico F-127
(Sigma, St. Louis, MO, EUA) y 0.1% de dimetilsulféxido (DMSO; Sigma, St. Louis, MO, EUA) por 30
minutos a 37°C. Siguiendo la incubacién con Fluo-4 AM, las rebanadas fueron lavadas con ACSF por
5 minutos y luego sometidas a un proceso de registro de respuesta a secretagogos hipotalamicos.

Para esto, las rebanadas se colocaron en una cdmara de registro, previamente cargada con poli-L-
lisina 30% (Sigma, St. Louis, MO, EUA) y se mantuvieron en un sistema de perfusiéon constante con
solucién ACSF. Posteriormente se observaron con en un microscopio estereoscopico de
epifluorescencia (Leica M25 FA) equipado con un objetivo de 20x. La excitacion del fluoréforo se
hizo a 488 nm, capturdndose su fluorescencia emitida a 510 nm. La adquisicién de imagenes se
llev6 a cabo mediante una cdmara CCD enfriada (SenSys).

La captura de imagenes se llevd a cabo en secuencias de 600 imagenes, con una exposiciéon de 200
ms en cada una.

Las rebanadas de tejido hipofisario se perfundieron secuencialmente con GHRH, CRH, GnRH, TRH,

TRH seguido de DA y KCl 140 mM. La perfusién de cada factor se realizé por 30 segundos (en el
caso de la aplicacién de TRH y DA, cada una durd 15 segundos), con 10 minutos de reposo con
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perfusion de ACSF entre cada uno. Se registré la actividad basal de [Ca?*]; y la respuesta a cada
factor hipotaldmico y a solucién de KCl 140 mM. La respuesta a esta ultima se utilizé como
indicador de viabilidad celular.

Las neurohormonas se utilizaron a una concentraciéon de 10 nM, a excepcion de DA que se prepar6
a 2 uM, y se diluyeron en soluciéon ACSF.

4. Analisis de datos

Se utiliz6 el paquete Fiji del software de procesamiento de imagenes Image] a fin de obtener valores
relativos de intensidad de Ca2* intracelular de cada célula a partir de las secuencias de imagenes
capturadas en el microscopio de epifluorescencia y seleccionar aquellas que presentaron respuesta
a los factores hipotalamicos. Para el analisis inicamente fueron consideradas aquellas células que
respondieron al estimulo con KCl 140 mM al final del registro (Schindelin, et al., 2012).

Posteriormente, se empled el software de analisis de datos Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego,
OR, EUA) para procesar la informacién tabular de la respuesta de [Ca2*]; de cada célula antes los
distintos estimulos. Se utilizaron rutinas generadas por el Dr. Pierre Fontanaud (Institut de
Génomique Fonctionnelle, Montpellier, Francia) y por el Dr. Ledn Islas (Facultad de Medicina,
UNAM) para graficar los cambios relativos en la [Ca2*]; de las células analizadas y para corregir los
valores para compensar el fotoblanqueo del fluoréforo.

Los tipos celulares fueron determinados con base en la respuesta de las células a cada uno de los
cinco factores hipotalamicos. De esta manera, se considera somatotropos a todas las células que con
respuesta a GHRH, independientemente de su posible respuesta a otros secretagogos, corticotropos
a aquellas células con respuesta a CRH y gonadotropos a las que responden a GnRH. La distincién
entre tirotropos y lactotropos se hizo a partir de la presencia o ausencia de respuesta a TRH y a DA:
se considerd como tirotropos a aquellas células que presentaron respuesta a TRH, que no varié ante
la exposicidn a DA, y como lactotropos a las células que respondieron a TRH y también a DA.

A continuacion se presenta un raster representativo de la respuesta a los factores hipotalamicos en

una muestra de hipofisis, visualizado en Igor Pro, asi como algunos perfiles de actividad de [CaZ2+];
de células mono y multirresponsivas (Figura 16).
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Figura 16. Respuesta de células de la adenohipdfisis a factores hipotalamicos. En A se observa un raster
representativo de la respuesta de todas las células en una muestra de hipdfisis a factores hipotalamicos y a
KCl 140 mM. En B-D se muestran diferentes perfiles de respuesta de [Ca%*]; a factores hipotalamicos. B
representa a un lactotropo monorresponsivo, cuya respuesta de [Ca2+]; se vio afectada por la presencia de DA
en el medio. C ilustra un gonadotropos monorresponsivo, con una respuesta oscilatoria a GnRH. En D se
muestra una célula multirresponsiva, la cual responde a CRH y a TRH, pero no a DA.

Para el analisis de los resultados experimentales se utilizé estadistica paramétrica de acuerdo a los
resultados obtenidos de las pruebas de homogeneidad de varianza y de distribucién normal,
seguidos de un analisis de varianza de dos vias (ANOVA) y una prueba post-hoc de Tukey
empleando el software de analisis estadistico GraphPad Prism 7.04 (GraphPad Software, La Jolla,
CA, Estados Unidos). En todos los casos se consider6 un a=0.05 y se presentan los datos como
media # error estandar de la media.
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7. Resultados

1. Cambios en la respuesta

La proporcién de los distintos tipos celulares de la adenohipéfisis, determinada mediante la
respuesta de las células a los factores hipotaldmicos, presentd cambios entre sexos y entre las
distintas condiciones. Estos cambios resultaron mas perceptibles en hembras que en machos. En
estos ultimos, Unicamente la poblacién de somatotropos presentdé cambios significativos ante las
alteraciones de los ejes neuroenddcrinos, habiendo una disminucidén en la representacion de células
responsivas a GHRH en los tres casos. Esta disminucion en la proporcion de somatotropos también
se observo en hembras. Sin embargo, en estas hubo un incremento significativo de corticotropos
tras ADX y de gonadotropos ante OVX y TX. Asimismo, se presenté un incremento no significativo
de tirotropos en la TX con respecto al control. De esta forma, los cambios en las proporciones de los
tipos celulares en hembras reflejaron la ausencia de retroalimentaciéon negativa ocasionada por las
cirugias, mientras que en machos no hubo tal respuesta “compensatoria” ante la perturbacién de
los ejes. De forma general, las hembras tienen una mayor frecuencia de cambios significativos en las
proporciones de tipos celulares que los machos al enfrentarse a alteraciones en los ejes de
regulacién neuroendoécrina (Figura 17).

Por otro lado, las hembras presentaron una mayor proporcién de corticotropos y tirotropos en el
control con respecto a los machos, mientras que en estos uUltimos hubo mas gonadotropos en la
condicion control que en hembras. Ante las tres alteraciones de los ejes neuroenddcrinos, las
hembras tuvieron un mayor porcentaje de somatotropos que los machos, lo cual no se observa en el
control. En el caso de la ADX, las hembras presentaron una proporcién significativamente mayor de
corticotropos que los machos, a la vez que estos tuvieron un mayor porcentaje de gonadotropos
(Figura 18).

2. Cambios en la multirrespuesta

Tanto en machos como en hembras se observé un decremento en la proporciéon de células
multirresponsivas ante las tres alteraciones de los ejes neurenddcrinos. Sin embargo, ninguno de
estos cambios resultd estadisticamente significativo. Por otra parte, pese a que en las cuatro
condiciones se observé un mayor porcentaje de células multirresponsivas en hembras que en
machos, esta proporcion solamente resultd significativa en el caso de las gonadectomias (GNX),
(Figura 19).
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Figura 17. Cambios en la proporcion de los tipos celulares de la hipoéfisis ante alteraciones de los ejes
neuroenddcrinos en ambos sexos. Porcentaje de células con respuesta a cada factor hipotalamico en

machos (A) y hembras (B). Comparaciones dadas para la proporcién de cada grupo celular en las cuatro
condiciones, representadas por letras de colores. Letras diferentes, resaltadas en negritas, indican diferencias

significativas.
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Figura 18. Proporcion de los tipos celulares de la hipéfisis ante alteraciones de los ejes
neuroenddcrinos en ambos sexos. Porcentaje de células con respuesta a GHRH (A), CRH (B), GnRH (C), TRH
(D) y DA (E). Comparaciones dadas para la proporcion del tipo celular en la misma condicién en machos y
hembras, representadas por letras de colores. Letras diferentes, resaltadas en negritas, indican diferencias
significativas.
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Figura 19. Cambios en la multirrespuesta en ambos sexos ante alteraciones de los ejes
neuroenddcrinos. Porcentaje de células multirresponsivas a factores hipotalamicos en machos y hembras
bajo las cuatro condiciones. Comparaciones dadas para la proporcién de células multirresponsivas en la
misma condicién en machos y hembras, representadas por letras de colores. Letras diferentes, resaltadas en
negritas, indican diferencias significativas.

Por otro lado, a pesar de que la proporcién de multirrespuesta no se vio significativamente afectada
por las intervenciones quirurgicas, el porcentaje de células birresponsivas disminuyé en ambos
sexos, habiendo un cambio significativo en OQXy, en hembras, en TX. La proporcién de células triy
tetrarresponsivas no exhibi6é cambios asociados a la remocién de glandulas blanco (Figura 20).

De acuerdo con el nimero de factores a los que respondieron las células, la proporcion de células
multirresponsivas sélo vari6é entre machos y hembras en el caso de las células birresponsivas, que
fueron mas frecuentes en hembras después de ADX que en machos ante la misma alteracion. Por el
contrario, las células trirresponsivas y tetrarresponsivas no mostraron diferencias en cuanto a su
proporcion en las diferentes condiciones entre machos y hembras, lo cual podria estar asociado a su
menor frecuencia relativa (Figura 21).
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Figura 20. Proporciéon de células con respuesta a dos, tres y cuatro factores hipotalamicos ante
alteraciones de los ejes neuroenddcrinos en ambos sexos. Porcentaje de células multirresponsivas que
responden a cada niumero de factores en machos (A) y hembras (B). Comparaciones dadas para la proporcion
de células que responden a cada niimero de factores en las cuatro condiciones, representadas por letras.
Letras diferentes, resaltadas en negritas, indican diferencias significativas.
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Figura 21. Diferencias en la proporciéon de células con respuesta a dos, tres y cuatro factores
hipotalamicos ante alteraciones de los ejes neuroendécrinos en ambos sexos. Porcentaje de células que,
en machos y en hembras responden a dos (A), tres (B) y cuatro (C) factores hipotalamicos en las cuatro
condiciones. Comparaciones dadas para la proporcién de células que responden a cada nimero de factores en
la misma condicién en machos y hembras, representadas por letras de colores. Letras diferentes, resaltadas
en negritas, indican diferencias significativas.

3. Cambios en la monorrespuesta

En machos, la proporciéon de gonadotropos monorresponsivos aumentoé significativamente en tras
ADX y O0QX. Los gonadotropos monorresponsivos comprenden una parte importante del
incremento observado en la proporcion de gonadotropos en machos en las tres condiciones
experimentales. Los porcentajes de otros tipos celulares monorresponsivos no presentaron
cambios significativos ante estas alteraciones de los ejes neuroenddécrinos, pese a lo cual puede
discernirse un incremento en la proporciéon de corticotropos monorresponsivos ante ADX, de
gonadotropos monorresponsivos en TX y de tirotropos monorresponsivos en OQX y TX. A su vez,
hubo una disminucién no significativa de somatotropos monorresponsivos bajo las tres condiciones
experimentales con respecto al control (Figura 22).

Por su parte, en hembras se observdé una disminucién en la proporcién de somatotropos
monorresponsivos en las tres condiciones experimentales (que sélo es significativa en TX). Al
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mismo tiempo, se present6 un incremento significativo en el porcentaje de distintos tipos celulares
monorresponsivos: corticotropos en ADX, gonadotropos en ADX y OVX y tirotropos en TX. Esto
llama la atencién, ya que sugiere que, en hembras, las alteraciones de los ejes neuroendécrinos
implican un incremento en la monorrespuesta del tipo celular adenohipofisario correspondiente al
eje comprometido (Figura 22).

La proporcién de células monorresponsivas entre machos y hembras en las distintas condiciones
fue diferente significativamente solamente en el caso de los somatotropos y los gonadotropos, en
ADX. Los somatotropos monorresponsivos fueron mas frecuentes en hembras después de ADX,
mientras que los gonadotropos monorresponsivos estuvieron presentes en mayor proporciéon en
machos que en hembras tras esta cirugia (Figura 23).

4. Cambios en la birrespuesta

La combinaciéon mas frecuente de dos respuestas a factores hipotalamicos en el grupo control de
machos fue a GHRH y GnRH, la cual representd hasta un 15% del total de las células enddcrinas de
la adenohipofisis. Ante la perturbacion de los tres ejes neuroenddcrinos, las células con respuesta a
GnRH y DA se volvieron la mayoria de las células birresponsivas, al igual que las células con
respuesta a CRH y GnRH solamente tras ADX.

En machos se presenté un marcado decrecimiento, significativo, en la proporcién de células
responsivas simultineamente a GHRH y GnRH al comparar al control con las tres condiciones
experimentales. Aunque en ADX en machos no hubo un incremento en el porcentaje de
corticotropos monorresponsivos, si se observé un fuerte aumento en el porcentaje de células con
respuesta a CRH y GnRH en esta condicidn, aunque este sélo fue significativo entre ADX y TX. Pese a
que estos aumentos no fueron significativos, las proporciones de células con respuesta a GnRH y
TRH o a GnRH y DA se incrementaron en las tres condiciones experimentales. Ademas, tras las
alteraciones a los ejes neuroenddcrinos se presentaron células con birrespuesta a CRH y TRH, las
cuales no se observaron en el control (Figura 24).

En el grupo control de hembras, las células birresponsivas presentes en mayor proporcién fueron
las que respondieron a GHRH y ya sea a CRH o a DA. Tras ADX, las células con respuesta a GHRH y
CRH ganaron prominencia, mientras que la birrespuesta a GHRH y GnRH fue la mas frecuente
después de TX y OVX. En este ultimo caso, también hubo una proporciéon mas de dos veces alta de
células con respuesta a GnRH y DA que en cualquier otra condicién. A diferencia de lo que ocurri6
en machos, en hembras hubo un aumento de células con respuesta a GHRH y GnRH tras las
alteraciones a los ejes neuroenddcrinos, de las cuales la diferencia entre la condicién control y TX
fue significativa.

Por otra parte, en hembras, el porcentaje de células birresponsivas a GHRH y a CRH se incrementé
significativamente ante ADX, y disminuy6 también significativamente en OVX y TX.

Finalmente, se presenté una baja significativa en la proporciéon de lactosomatotropos, células con
con respuesta simultdnea a GHRH y a DA, en las tres condiciones experimentales, lo cual también se
observé en machos (Figura 24).

46



A 50+ B

AB

40+

Células (%)
8

N
o
1

10+

Control ADX oQx X

Condicién

Células (%)

Control ADX ovX X

Condicion

B GHRH == CRH = GnRH mm TRH mm DA

Figura 22. Tipos de monorrespuesta en ambos sexos ante alteraciones de los ejes neuroenddcrinos.
Porcentaje de células con monorrespuesta a cada factor hipotalamico en las cuatro condiciones en machos (A)
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Figura 23. Diferencias en tipos de monorrespuesta entre machos y hembras ante alteraciones de los
ejes neuroendocrinos. Porcentaje de células con monorrespuesta a GHRH (A), CRH (B), GnRH (C), TRH (D) y
DA (E) en las cuatro condiciones. Comparaciones dadas para la proporcion de células que responden a cada
factor en la misma condicién en machos y hembras, representadas por letras de colores. Letras diferentes,
resaltadas en negritas, indican diferencias significativas.

La respuesta a CRH junto con otro factor aumenté tras ADX en machos, lo que no ocurri6 para todas
las combinaciones de birrespuesta con CRH en hembras (Figura 25). Por otro lado, tanto en machos
como en hembras se observé un incremento en la proporcién de células con respuesta a GnRH y
TRH en TX (Figura 24).
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Figura 24. Tipos de birrespuesta en ambos sexos ante alteraciones de los ejes neuroenddcrinos.
Porcentaje de células con respuesta a distintas combinaciones de dos factores hipotalamicos en machos (A) y
hembras (B) en las cuatro condiciones. Comparaciones dadas para la proporcién de células que responden a
cada combinacién de factores en las cuatro condiciones, representadas por letras de colores. Letras
diferentes, resaltadas en negritas, indican diferencias significativas.
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Figura 25. Diferencias en tipos de birrespuesta entre machos y hembras ante alteraciones de los ejes
neuroenddcrinos. Porcentaje de células con respuesta a GHRH+CRH (A), GHRH+GnRH (B), GHRH+TRH (C),
GHRH+DA (D), CRH+GnRH (E), CRH+TRH (F), CRH+DA (G), GnRH+TRH (H) y GnRH+DA (I) en las cuatro
condiciones. Comparaciones dadas para la proporciéon de células que responden a cada combinaciéon de
factores en la misma condicién en machos y hembras, representadas por letras de colores. Letras diferentes,
resaltadas en negritas, indican diferencias significativas.

5. Cambios en la trirrespuesta

En machos, las inicas combinaciones de tres respuestas que presentaron cambios significativos
entre condiciones fueron a GnRH, CRH y ya sea TRH o DA. En ambos casos se tuvo una disminucién
en la proporciéon de células con este tipo de respuesta tras la perturbaciéon de los ejes, siendo
siempre mayor el porcentaje de respuesta a GnRH, CRH y DA. De manera similar a lo que se observo
en la birrespuesta, en este caso hubo combinaciones de respuestas a secretagogos hipotalamicos
que sdlo se encontraron tras alteraciones de los ejes neuroendo6crinos: CRH, TRH y ya sea GHRH o
GnRH (Figura 26).

En hembras se observé un aumento significativo en la proporcién de células con respuesta a GHRH,

CRH y GnRH después de las tres alteraciones a los ejes neuroenddcrinos. Cabe resaltar que esta
combinacién de respuestas no se observé en el grupo control. Asimismo, el porcentaje de células
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con respuesta a GHRH, CRH y TRH y a GHRH, CRH y DA disminuyé en las tres condiciones
experimentales. En el caso de esta dltima combinacién, el decremento sélo fue significativo para TX.
Finalmente, En OVX y TX se presentaron células con respuesta a GHRH, GnRH y DA, las cuales
estuvieron ausentes en el control y en ADX, lo que difiere de lo encontrado en machos para esta
forma de trirrespuesta. Asimismo, tras OVX se observé un aumento en la trirrespuesta que
involucra a GnRH y DA (Figura 26).

En lo que respecta al grupo control de hembras, se presenté una proporciéon significativamente
mayor de células con trirrespuesta a GHRH, CRH y TRH y a GHRH, CRH y DA, a comparacion del
grupo control de machos. También se encontré una mayor proporciéon de células con respuesta a
GHRH, CRH y GnRH en hembras que en machos, la cual sélo fue significativa para TX. En OVX se
observo un porcentaje mayor de células con respuesta a CRH, GnRH y TRH que en OQX. Por el
contrario, en el grupo control y ADX de hembras no se encontraron células con respuesta a GHRH,
GnRH y DA, que si se presentaron en machos, siendo esto significativo para el control (Figura 27).

6. Cambios en la tetrarrespuesta

Las células con respuesta a cuatro factores hipotaldmicos representaron una proporcién muy baja
de la poblacion total de células enddcrinas de la adenohipofisis.

En machos, la combinacion de respuestas a GHRH, CRH, GnRH y DA fue mas frecuente que la misma
combinaciéon con TRH en lugar de DA en todas las condiciones. Pese a que la proporcién de células
con respuesta a GHRH, CRH, GnRH y TRH fue mayor en el control que en las condiciones
experimentales y el porcentaje de respuesta a GHRH, CRH, GnRH y DA fue mayor en control y 0QX
que en ADX y TX, estas diferencias no resultaron significativas (Figura 28).

En hembras, por otra parte, la combinacién de respuestas a GHRH, CRH, GnRH y TRH fue mas alta
que la otra combinacion posible en control y ADX, mientras que lo contrario resulto cierto para OVX
y TX. De forma distinta a lo que ocurri6 en machos, hubo un aumento significativo en la
tetrarrespuesta a GHRH, CRH, GnRH y DA en OVX y TX, y una carencia completa de esta forma de
respuesta en ADX (Figura 28).

La unica diferencia significativa entre la proporciéon de células tetrarresponsivas entre machos y
hembras se present6 para la combinacion GHRH, CRH, GnRH y DA en el control, en el que hubo un
porcentaje menor de células con este tipo de respuesta en hembras. Ademas, pese a no ser
estadisticamente significativo, en ADX en hembras no se observé esta combinacién de respuestas
(Figura 29).
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Figura 26. Tipos de trirrespuesta en ambos sexos ante alteraciones de los ejes neuroenddcrinos.
Porcentaje de células con respuesta a distintas combinaciones de tres factores hipotaldmicos en machos (A) y
hembras (B) en las cuatro condiciones. Comparaciones dadas para la proporcién de células que responden a
cada combinacién de factores en las cuatro condiciones, representadas por letras de colores. Letras
diferentes, resaltadas en negritas, indican diferencias significativas.

52



A 5 B B 5
44 4 B
t3- & 3
12}
]
2 A
T 21 2
© | A
14 A 14 =
A
0 A ..,.- g A A
Machos Hembras Machos Hem'bras
C 4 B D 57 %
34 4
A

Células (%)

Machos Hembras

F oo

Células (%)

Machos Hembras Machos Hembras

G 57 A mm Control
mm ADX
B GNX
mm TX

Células (%)

Machos Hembras

Figura 27. Diferencias en tipos de trirrespuesta entre machos y hembras ante alteraciones de los ejes
neuroendécrinos. Porcentaje de células con respuesta a GHRH+CRH+GnRH (A), GHRH+CRH+TRH (B),
GHRH+CRH+DA (C), GHRH+GnRH+TRH (D), GHRH+GnRH+DA (E), CRH+GnRH+TRH (F) y CRH+GnRH+DA (G)
en las cuatro condiciones. Comparaciones dadas para la proporciéon de células que responden a cada
combinacion de factores en la misma condicién en machos y hembras, representadas por letras de colores.
Letras diferentes, resaltadas en negritas, indican diferencias significativas.
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Figura 28. Tipos de tetrarrespuesta en ambos sexos ante alteraciones de los ejes neuroenddcrinos.
Porcentaje de células con respuesta a combinaciones de cuatro factores hipotaldmicos en machos (A) y
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Figura 29. Diferencias en tipos de tetrarrespuesta entre machos y hembras ante alteraciones de los
ejes neuroendécrinos. Porcentaje de células con respuesta a GHRH+CRH+GnRH+TRH (A) y
GHRH+CRH+GnRH+DA (B) en las cuatro condiciones. Comparaciones dadas para la proporcién de células que
responden a cada combinacién de factores en la misma condicién en machos y hembras, representadas por
letras de colores. Letras diferentes, resaltadas en negritas, indican diferencias significativas.
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8. Discusion

Con base en lo encontrado, se puede afirmar que existen cambios en las proporciones de los tipos
celulares endoécrinos adenohipofisarios, determinados a partir de su respuesta a factores
liberadores e inhibidores hipotaldmicos, cuando se remueven las glandulas blanco de los ejes
neuroendocrinos en ratones de ambos sexos. Esto coincide con lo reportado en la literatura, segtin
lo cual la pérdida de la retroalimentacién negativa ocasiona alteraciones en el funcionamiento de
los ejes (Kitay, 1963; Wynn, et al., 1985; Ibrahim, et al., 1986; Horvath, et al., 1990; Mizobuchi, et al,,
1996; Nolan, et al., 1998; Vidal, et al., 2000; Vidal, et al., 2001; Nolan y Levy, 2006).

El conjunto de los resultados de este trabajo sugiere que los somatotropos y los gonadotropos son
los grupos de mayor importancia en los cambios en la respuesta observados ante la remocion de las
glandulas blanco, ya que las proporciones de estos dos tipos celulares son las que cambian con
mayor frecuencia y magnitud en ambos sexos tras las alteraciones. Resulta interesante que los
somatotropos, las células mas numerosas en la adenohipdfisis, tiendan a disminuir en porcentaje
ante las tres alteraciones de los ejes, lo cual insinda un papel de estas células en la adaptacién
funcional de la glandula a retos fisiolégicos. Esta posible importancia de los somatotropos en la
plasticidad de la hipéfisis ha sido propuesta por estudios que han reportado cambios en la
proporcion de este tipo celular ante eventos fisiol6gicos como la prefiez, la lactancia, la progresion
de los ciclos sexuales y las alteraciones de los ejes neuroendécrinos. En varios de estos casos se ha
descrito la presencia de somatotropos multifuncionales y la transdiferenciacion reversible de estas
células hacia otros tipos celulares adenohipofisarios (Vidal, et al., 2001; Childs, 2002; Jentoft, et al.,
2012).

La plasticidad exhibida por los somatotropos puede deberse a la presencia de receptores en estas
células que se unen a factores hipotalamicos y a hormonas secretadas por los érganos blanco de
otros ejes neuroenddcrinos, como TRH, GnRH, hormonas sexuales y GCs. El grado de presencia de
estos receptores estd sujeta a cambios de acuerdo a la demanda fisiolégica (Vidal, et al., 2000; Vidal,
et al, 2001; Paez-Pereda, et al, 2005; Edwards y Raetzman, 2018). Lo anterior es de especial
relevancia para los receptores de estrégenos en el nucleo, los cuales se encuentran en estrecha
relacion con proteinas de regulacion de la expresién génica involucradas en la identidad celular
(Coradini y Oriana, 2014).

En ADX se observ6 un aumento en la proporcién de corticotropos, significativo sélo en hembras, y
un incremento en la presencia de tirotropos y gonadotropos con respuesta a CRH, en machos, y de
somatotropos con respuesta a CRH, en hembras. Aunque se ha reportado un incremento en la
actividad mitética de corticotropos después de ADX (Sakuma, et al,, 1984; Taniguchi, et al., 1995),
trabajos posteriores han sugerido que el incremento de este tipo celular, bajo esta condicidn, se
debe principalmente a la diferenciacion de células sin contenido hormonal presentes en la
adenohipdfisis (Nolan y Levy, 2006; Rizzoti, et al., 2013). Nolan y Levy (2006) demostraron que
este aumento en la proporcion de corticotropos no se debe a la proliferacion de células
corticotropicas ni gonadotropicas ya existentes, y descartaron la posibilidad de que provengan de
otros tipos celulares hormonales de la adenohipéfisis. Es importante mencionar que esta dltima
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conclusién no deriva de resultados experimentales, sino de la suposicion de que la divergencia
temprana en el desarrollo embrionario de los corticotropos y de los otros tipos celulares (Zhu, et al.,
2007) es suficiente para impedir que células del linaje Pit1 pudieran expresar fenotipos asociados
con los corticotropos o transdiferenciarse hacia este tipo celular. Por esto, Nolan y Levy (2006)
asumieron que células no positivas para ACTH ni para LH que dieran lugar a corticotropos eran
necesariamente células no hormonales. Lo anterior entra en contradicciéon con lo encontrado en
este trabajo en ADX, ya que tanto en machos como en hembras se presenta birrepuesta de
corticotropos a otros factores hipotalamicos, y en hembras las células con respuesta a GHRH y CRH
pueden ser hasta el 20% del total de la adenohipdfisis en esta condicion. Esto podria esperarse al
considerar que las glandulas adrenales son una fuente importante de andrégenos y de GCs, a los
que tanto los somatotropos como los gonadotropos son sensibles, por lo que la pérdida de la
retroalimentaciéon por estas hormonas impactaria a otros grupos celulares ademas de los
corticotropos (Mostaghel, et al, 2017). La inviabilidad de la transdiferenciaciéon entre los
corticotropos y otros tipos celulares de la adenohipéfisis no puede asumirse a priori, ya que este
proceso puede ocurrir incluso en linaje celulares muy distantes entre si, encontrandose sujeto a
regulacion principalmente por factores epigenéticos, sensibles a sefiales extracelulares (Qin, 2016).

Un estudio previo (Keough y Wood, 1978) reporté un incremento significativo en la proporcién de
lactotropos y corticotropos y un decrecimiento en el porcentaje de somatotropos después de ADX
en tanto en ratones hembra como en machos. Esto coincide parcialmente con los resultados
obtenidos en este trabajo, en los que hubo una mayor proporciéon de corticotropos y una menor
proporcion de somatotropos tras ADX en ambos sexos. Sin embargo, se observo una proporcion
ligeramente menor, no estadisticamente significativa, de lactotropos en esta condicién tanto en
machos como en hembras. Asimismo, se encontr6 un aumento en el porcentaje de gonadotropos
después de la alteracidn del eje HHA que no fue observada en el trabajo citado. Una de las posibles
explicaciones para estas diferencias es que Keough y Wood (1978) sacrificaron a los ratones cinco
dias después de la cirugia, cuando las condiciones fisioldgicas alteradas por la cirugia no se han
estabilizado todavia (Nolan y Levy, 2006; Duran Pastén, 2008). Dado que las observaciones en el
presente trabajo se hicieron 21 dias después de las cirugias, no es posible conocer si en los dias
previos hubo otros cambios en las proporciones de los tipos celulares que no se ven representadas
mas adelante.

La remocién de las gonadas estuvo relacionada con una disminucién en la proporcion de
somatotropos, tanto en hembras como en machos. Esto puede ser causado por la pérdida de la
principal fuente de estrégenos, los cuales estan asociados con la proliferacion y la apoptosis de
somatotropos (Shinkai, et al., 1995). Los niveles variables de estas hormonas en cada fase del ciclo
estral se han asociado con efectos sobre los la concentracién de GH, lo que sugiere un cierto grado
de control por parte del eje HHG sobre la actividad de los somatotropos (Zarate y Seilicovich, 2010).
En relacion con lo anterior, el incremento ciclico en los niveles de gonadotropinas coincide con la
aparicién de células que comparten caracteristicas fenotipicas de somatotropos y de gonadotropos
(Childs, 2002).

56



Varios trabajos han resaltado la importancia de los estrégenos sobre la funcidn de tipos celulares
no pertenecientes al eje HHG, ya que los niveles de estas hormonas afectan la comunicacién
intercelular entre células foliculoestrelladas, 1a proliferacion y apoptosis de células end6crinas en la
adenohipdfisis, las proporciones relativas de los tipos celulares secretores de esta glandula y la
identidad celular, esto Ultimo a través de la generacion de cambios epigenéticos (Shinkai, et al,
1995; Kurono, 1996; Zarate y Seilicovich, 2010; Coradini y Oriana, 2014).

Otra explicacién para la influencia de los gonadotropos sobre otros tipos celulares es que estos
generan seflales paracrinas que tienen un impacto en poblacién de somatotropos, lactotropos y
corticotropos, asi como sobre la funcidn de otros gonadotropos (Denef, 2008).

Estudios previos han identificado la presencia de células con fenotipo doble de tipos celulares
adenohipofisarios en hipotiroidismo primario. Estas células se han explicado como estados
intermedios en el curso de la transdiferenciaciéon entre células pertenecientes al linaje de los
somatotropos, los tirotropos y los lactotropos, y su relevancia funcional se infiere a partir del
incremento en los niveles de TSH y PRL en esta enfermedad. La transdiferenciacion reversible entre
estos tipos celulares también ha sido reportada en relacién con cambios en la demanda funcional
del organismo. Se ha propuesto que estas formas de multifuncionalidad tienen que ver con la
cercania, en términos de desarrollo, entre estos tipos celulares, ya que la diferenciacion de
somatotropos, tirotropos y lactotropos depende de la expresion de Pit1 (Vidal, et al, 2001; Jentoft,
et al, 2012). Lo anterior no coincide con lo encontrado en el presente trabajo, en el cual no se
observa un incremento en la proporcion de células con respuesta a GHRH y TRH ni a GHRH y DA
después de TX, pero si un menor porcentaje de somatotropos y un incremento en la proporcién de
gonadotropos y tirotropos monorresponsivos, asi como en células con respuesta doble a GHRH y
GnRH. Si bien el método empleado no permite distinguir a células con birrespuesta a TRH y DA, las
cuales serian contadas como lactotropos monorresponsivos, tampoco hay una mayor presencia de
estas células en TX con respecto al control, lo que sugiere que no hay un aumento en el porcentaje
de lactotirotropos. Es importante resaltar que los datos mencionados anteriormente provienen de
estudios de caso en pacientes humanos, algunos de los cuales reportan lo encontrado en un solo
paciente. Por lo tanto, es posible que las diferencias entre lo hallado en el presente trabajo y la
informacién aportada por los estudios de caso se deba a la variacién individual, especialmente al
considerar que los humanos tienen un grado relativamente alto de diferencia entre si, mientras que
los ratones BALB/c son una cepa enddégama, y por lo tanto isogénica y uniforme en cuanto a su
composicién genética (Festing, 2014).

En otro estudio de nuestro grupo de trabajo, Santiago Andres (2017) describi6 el aumento en la
proporcion de tirotropos en rebanadas de adenohipoéfisis de ratas macho tras TX. Esto también se
observé en la adenohipdfisis de raton, aunque no fueron diferencias significativas. De manera
similar a lo que se observd en el presente trabajo, en dicho estudio se reportaron diferencias entre
los resultados de rebanadas de tejido y los provenientes de cultivos celulares. Estas discrepancias
entre la informaciéon obtenida de células ex vivo e in vitro pueden adjudicarse a la pérdida, durante
la disgregacidn del tejido para cultivo, de uniones comunicantes y adherentes entre las células, de
los componentes de la matriz extracelular y de las redes funcionales entre células endécrinas y con
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las células foliculoestrelladas (Stojilkovi¢, 2001; Mollard, et al., 2012), factores que juegan un papel
fundamental en la proliferacién, la funcién y el mantenimiento de la identidad celular en la
adenohipdfisis (Morand, et al., 1996; Paez-Pereda, et al., 2005; Denef, 2008; Holmberg y Perlmann,
2012; Coradini y Oriana, 2014; Farahani, et al., 2014). Kurono y colaboradores (1996) demostraron
que las gonadectomias estan asociadas con una baja en el nimero de uniones comunicantes entre
las células foliculoestrelladas a causa de la pérdida de la retroalimentaciéon por hormonas sexuales.
A su vez, esto estd relacionado con la funciéon hormonal en la adenohipéfisis, ya que las células
foliculoestrelladas estan involucradas en la coordinacién de la respuesta y en la comunicacién entre
células. Adema3s, existen uniones comunicantes entre las células foliculoestrelladas y las células
endoécrinas, particularmente con lactotropos y somatotropos (Morand, et al, 1996), lo que podria
ser una posible causa para el impacto que sufre la respuesta a GHRH después de la remocion de las
glandulas blanco, aunque el efecto de la pérdida de otros elementos de retroalimentacidon negativa
sobre la unién intercelular no ha sido demostrado. Tanto las interacciones paracrinas como las
endoécrinas son importantes en el mantenimiento de la identidad celular y en la funcién hormonal
de la adenohipofisis (Edwards y Raetzman, 2018). Sin embargo, las células en rebanadas de tejido
son observadas poco tiempo después del sacrificio del animal, lo cual no puede hacerse en cultivo,
constituyendo una posible explicacion a las diferencias observadas entre ambas aproximaciones.

Las proporciones de células multirresponsivas y de los diferentes tipos de multirrespuesta
observados en este trabajo difieren de lo antes reportado en cultivos celulares en ratas Wistar
macho (Pedroza Cummings, 2016), en los que se observé un incremento en la multirrespuesta ante
las alteraciones de los ejes neuroenddcrinos. La proporcion de células monorresponsivas a GnRH
encontrada por dicha autora en su modelo de rata es considerablemente mas baja que la hallada en
el presente trabajo. Asimismo, la tendencia del cambio en el porcentaje de estas células es opuesta:
en el estudio mencionado la proporciéon de gonadotropos monorresponsivos tiende a disminuir
después de perturbaciones a los ejes neuroendécrinos, mientras que lo contrario ocurrié en las tres
condiciones experimentales en la adenohipéfisis de ratén. El trabajo citado también menciona un
incremento en la poblacion de lactotropos ante afrentas a los ejes neuroenddcrinos, lo cual no se
observé en este caso. Ademas, Pedroza Cummings (2016) encontré un porcentaje alto de células
birresponsivas a GHRH y a TRH en todas las condiciones que no se observo en ratén, y no hallo el
incremento en la proporcidn de células con respuesta a CRH y a GnRH que se vio en ratones en ADX.
Estas diferencias pueden explicarse por las condiciones marcadamente distintas entre los cultivos
celulares y las rebanadas de tejido vivo, y sugieren que la multirrespuesta es sensible a elementos
del medio extracelular que no se mantienen en cultivo. Finalmente, las ratas Wistar son una cepa
exdgama, lo cual implica menor uniformidad genética entre individuos (Festing, 2014).

Pese a las multiples discrepancias entre los hallazgos de este trabajo y el de Pedroza Cummings
(2016), hubo similitudes entre estos como la disminucién en la proporciéon de somatotropos tras
alteraciones de los ejes de regulacion neuroendécrina y la mayor frecuencia de las formas de
multirrespuesta que involucran a un menor numero de factores hipotaldmicos, con mayor
ocurrencia de células birresponsivas en ambos sexos, frente a tri y tetrarresponsivas. En cuanto a
este ultimo punto, salta a la vista que las células con respuesta a tres y cuatro factores
hipotalamicos comprenden un porcentaje muy bajo de la poblacién endécrina de la adenohipéfisis,
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y no exhiben las diferencias entre machos y hembras que se observan en la monorrespuesta y la
birrespuesta. Por lo mismo, es posible que estas células no tengan una relevancia funcional en la
adaptacion a retos fisioldgicos.

Nufiez y colaboradores (2003) reportaron que los lactotropos y los somatotropos eran en su
mayoria monorresponsivos, mientras que los tirotropos eran sobre todo multirresponsivos y, en
hembras, también los corticotropos y gonadotropos. Estos datos fueron obtenidos de cultivos
celulares, distinguiéndose los tipos celulares por su contenido hormonal, y difieren de la
informacién proveniente de rebanadas de tejido. En este caso, las células con birrespuesta a GHRH
y a otro factor son las células birresponsivas mas frecuentes, tanto en hembras como en machos. En
hembras, cabe mencionar que en la condicién control, los lactosomatotropos pueden ser hasta el
10% de la poblacidn total de las células enddcrinas de la adenohip6fisis. En dicho caso, las células
con respuesta a GHRH y a CRH también pueden representar un porcentaje parecido de las células
endocrinas adenohipofisarias. Lo anterior puede deberse a la susceptibilidad de los somatotropos a
cambios en las sefiales del medio, las cuales son muy diferentes in vitro a comparacion de ex vivo
(Vidal, et al., 2001; Paez-Pereda, et al., 2005).

De manera similar a lo que se observé en el presente trabajo, Nunez y colaboradores (2003)
reportaron una mayor proporciéon de células multifuncionales en hembras que en machos. Lo
anterior sugiere que estas células estan involucradas en la mayor plasticidad de la adenohipofisis
de las hembras, las cuales enfrentan retos fisiolégicos frecuentes y de gran magnitud como parte de
su ciclo de vida, como la progresion de los ciclos sexuales, la prefiez y la lactancia, en mamiferos
(Denef, 2008; Zarate y Seilicovich, 2010).

Aunque en hembras se observan incrementos en la presencia de los tipos celulares asociados al eje
que se afecta, aunados a disminuciones en la proporciéon de somatotropos monorresponsivos, la
disminuciéon porcentual de estas células no es suficiente para explicar el aumento en otros tipos
celulares. Por lo tanto, es posible que los cambios en la identidad y la respuesta de las células
presentes en la hipdfisis al momento de la cirugia se vean complementados por proliferacion
celular o por la diferenciacion de células no comprometidas a ningtn linaje endécrino. Lo anterior
no puede descartarse tampoco para los otros cambios observados en las proporciones células con
diferente tipo de respuesta (Taniguchi, et al., 1995; Rizzoti, et al, 2013). Estos aumentos en los
tipos celulares vinculados al eje alterado pueden constituir un mecanismo de adaptacién a nivel
adenohipofisario frente a los retos impuestos por la pérdida de los 6rganos blanco de los ejes de
regulacion neuroenddécrina.

Pese a que tanto hembras como machos responden a alteraciones de los ejes neuroenddcrinos con
cambios en la proporcion de distintos tipos de respuesta a factores hipotalamicos, estos cambios no
son homogéneos para cada forma de respuesta y perturbacion en los dos sexos. Esto sugiere que la
regulaciéon de la funcién hipofisaria y la adaptacién funcional a alteraciones de los ejes
neuroendoécrinos son diferentes entre machos y hembras. La mayoria de las diferencias observadas
en cuanto a la respuesta de las células en un sexo y otro se dieron en ADX. Ademas de esto, dicha
condicion en hembras es el Unico caso en el que se observa una disminucién en la proporcién de
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gonadotropos, tipo celular que aumenta en el resto de condiciones en hembras y en todas las
condiciones experimentales en machos. Esto puede deberse a la estrecha interrelaciéon entre los
ejes HHA y HHG, siendo que este ultimo involucra muchas diferencias entre machos y hembras
asociadas a la funcién reproductora. Las gldndulas adrenales son capaces de sintetizar androgenos
a partir de pregnenolona, por lo que al removerlas se pierde una fuente de estas hormonas
esteroideas. A su vez, esto tiene un efecto sobre la regulacion del eje HHG. La interrelacién de los
ejes HHA y HHG se ha observado en procesos patolégicos como los de pacientes con sindrome de
ovario poliquistico, en las cuales se presenta hiperandrogenismo causado por la sintesis excesiva de
androgenos en las glandulas adrenales. Es importante mencionar que la sintesis de andrégenos en
estas mujeres se ve afectada por la administraciéon de agonistas de GnRH. Ademas, la actividad de
las neuronas GnRHérgicas del hipotalamo se ve afectada por CRH, hormona cuyos niveles en plasma
se incrementan después de ADX (Rabadan-Diehl, et al., 1997; Tellam, et al., 2000; Doi, et al., 2006).

La hipdfisis integra informacién proveniente del hipotdlamo y directamente de tejidos periféricos,
con los que se encuentra en constante retroalimentacion. Esta funcién requiere de un alto grado de
plasticidad que permita la respuesta coordinada espaciotemporalmente a estimulos del organismo
y adaptacién a cambios fisiologicos tanto normales como patolégicos. Por lo mismo, que en este
trabajo se haya observado que la multirrespuesta es menos frecuente ante alteraciones de los ejes
neuroendoécrinos, tanto en hembras como en machos, permite sugerir que esta forma de respuesta
esta involucrada en la capacidad adaptativa de la adenohipofisis. Asimismo, el hecho de que este
resultado difiera de lo encontrado en cultivo celular podria indicar que otros autores han tenido
razén en sugerir que el mantenimiento de la identidad celular y la respuesta de las células son
fendmenos a la vez plasticos y robustos que dependen del surgimiento de redes interregulatorias
de multiples elementos, tanto intracelulares como extracelulares, cuyo efecto podria ejercerse a
través de la restriccién de la expresion génica, viéndose afectado todo lo anterior al sacar a las
células de su contexto tisular (Holmberg y Perlmann, 2012).
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9. Conclusiones

Las alteraciones a los ejes neuroenddcrinos no conllevan cambios en el porcentaje de células
multirresponsivas, pero si en la proporciéon de células con respuesta a los diferentes factores
hipotalamicos y combinaciones de los mismos. Los cambios tanto en la monorrespuesta como en la
multirrespuesta son distintos entre machos y hembras, e involucran diferencias en la respuesta a
otros factores hipotalamicos ademas de los directamente implicados en el eje afectado. Ademas, lo
anterior sugiere que los mecanismos mediante los cuales machos y hembras responden a retos
fisioldgicos son diferentes.

Los gonadotropos y somatotropos son las poblaciones celulares que sufren mayores cambios tras
perturbaciones en la regulacién neuroendocrina, y la mayor parte de los cambios en la
multirrespuesta involucran a GnRH y/o a GHRH. Los somatotropos, asi como los lactosomatotropos,
tienden a disminuir en proporcién cuando se afectan los ejes neuroenddcrinos. Esto parece indicar
un papel importante de dichos tipos celulares en la adaptacién de la adenohipdfisis a la remocion
de las glandulas blanco de los ejes.

En hembras se presentd una mayor proporcion de células multirresponsivas y una mayor
variabilidad en la respuesta a factores hipotaldmicos que en machos frente a perturbaciones de los
ejes neuroenddcrinos. Asimismo, en hembras se presentd un aumento en el porcentaje de los tipos
celulares asociados al eje alterado. Esto sugiere una mayor plasticidad de la adenohipdfisis en
ratones hembra a comparacién de los machos.

Los resultados obtenidos de rebanadas de tejido vivo fueron marcadamente distintos de los
provenientes de células en cultivo, lo que indica que no hay una equivalencia entre ambas
aproximaciones y acentta la importancia de elementos del medio extracelular y de las interacciones
intercelulares en el mantenimiento de la identidad y la funcidn de las células de la adenohipdfisis.

10. Perspectivas

Pese a que este trabajo demuestra los cambios en los tipos de multirrespuesta a factores
hipotalamicos en la adenohipofisis tras alteraciones de los ejes neuroenddcrinos, la relevancia
funcional de estos cambios requiere de mas pruebas para ser dilucidada. Particularmente, es
necesario acoplar el estudio de la respuesta a secretagogos con la observaciéon del contenido
hormonal de las células y los niveles de hormonas en plasma sanguineo. De esta forma puede
determinarse el efecto de la multifuncionalidad sobre la adaptacién de los organismos a retos
fisiolégicos.

Los cambios en la proporcion de tipos celulares se observaron a las tres semanas de la induccién de
la insuficiencia hormonal mediante la escision de las glandulas blanco. Por lo tanto, no es posible
determinar el proceso mediante el cual se dio el reajuste de las células en la adenohipéfisis después
de estas alteraciones. La realizacidn de estudios similares, en los que el analisis de la respuesta de
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las células se diera a tiempos variables desde la cirugia, permitiria entender mejor los cambios
funcionales que ocurren en la hipéfisis después de perturbaciones de los ejes neuroendocrinos, y el
papel de la multifuncionalidad en dichos cambios.

Finalmente, las estimaciones de la respuesta de células adenohipofisarias a secretagogos

hipotalamicos tendrian mayor precisiéon de contarse con un método méas exacto para distinguir
lactotropos de tirotropos a partir de su respuesta de [Ca?+];.
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