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RESUMEN

El sistema neuroenddcrino juega un papel importante en el control homeostatico de
los organismos. Las neuronas peptidérgicas que forman pane de este sistema son
capaces de integrar diferentes sefiales exiracelulares que reflejan el estado metabdlico
del organismo, y en respuesta a dichos mensajes liberan a su vez otros mensajeros que
hacen blanco en diferentes tipos celulares en la adenohipdfisis.

Desde hace mucho tiempo se realiza un esfuerzo importante por entender como se
afecta el metabolismo de las moléculas de sefial que sintetizan las neuronas
peptidérgicas. En este trabajo describimos como se modulan en las neuronas
hipofisiotréficas y en las células blanco, ‘algunas de las etapas del metabolismo del TRH
en condiciones fisiolégicas en las cuales previamente se habia descrito la participacion
del TRH. Empleamos dos tipos de modelos: a) lactancia y ciclo estral, condiciones en las
cuales no modificamos el estado fisiolégico del animal; b) estres por frio y succidn
controlada en madres lactantes, procedimientos experimentales que permitieron aplicar un
estimulo agudo a los animales de experimentacion.

Durante el ciclo estral de la rata determinamos que en el diestro, los niveles de
ARNm de TRH en el hipotdlamo son mayores con respecto a los otros dias. Esto sugiere
que en este modelo la biosintesis y liberacién de TRH no estan acoplados debido a que
la liberacion de TRH es mayor en la tarde del proestro. Observamos tambien cambios en
la actividad de la enzima membranal inactivadora del TRH (PP 1) en la adenohipdfisis,
los que son en sentido opuesto al ARNm de TRH.

En el dia 18 de la gestacién, durante el periodo de lactancia y al destete
observamos cambios importantes en el metabolismo del TRH en las neuronas del NPV
del hipotalamo. En el dia 18 de la gestacion tanto el ARNm de TRH en el NPV asi como
el TRH en HMB se encontraban elevados; mas tarde, en el primer dia de la lactancia el
ARNm no cambié mientras que el nivel del péptido disminuye de manera considerable.
Esto sugiere que entre éstas dos etapas ocurrio una liberacién importante de TRH. La
medicion de éstos dos parametros al dia cinco de lactancia nos muestra que el ARNm
disminuyé y que el TRH empieza a incrementarse a la par de un aumento en la
concentracion de PRL en suero. Posteriormente el ARNm se mantiene constante hasta el
dia 15 de la lactancia, mientras que el TRH y PRL siguen aumentando. Al destete no
hubo cambio en el ARNm pero tanto el TRH como la PRL disminuyeron
considerablemete. Los cambios observados en esta condicion fisioldgica sugieren que al
final de la gestacion e inicio de la lactancia la transcipcidn o eventos postranscripcionales
se encuentran aumentados y que durante la lactancia la traduccién o el procesamiento
postraduccional son los que se modifican. Por otro lado, la succién aguda (controlada)
indujo transitoriamente (30’ de estimulo) un aumenio en los niveles de ARNm y una
disminucién en el contenido de TRH en HMB y en la actividad de la enzima de suero
que degrada al TRH.

La exposicion al frio provocd una disminucion momenténea del contenido de TRH del
HMB; tambien se observd un incremento transitorio en el nivel de ARNm de TRH en el
NPV. Los dos Uultimos modelos estudiados apoyan que los dos estimulos probados
ic?duceﬂ liberaciéon de TRH del HMB la cual esta acoplada con aumento en la biosintesis

e TRH. '

En conclusion, determinamos que diferentes etapas del metabolismo del TRH
(biosintesis, liberacién y degradacion) en las neuronas hipotalamicas y la adenohipdfisis
varian en las condiciones fisioldgicas probadas; que estas modificaciones se manifiestan
a corto y largo plazo y que probablemente neurotransmisores y hormonas son los
responsables de los cambios.
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INTRODUCCION

Comunicacion intercelular.

El sistema neurocinmunoenddcrinc esta integrado por diversos tipos celulares que
reciben sefales nerviosas u hormonales originadas tanto en el interior como exterior del
organismo. Estas células a su vez, envian mensajes que hacen blanco en diferentes tipos
celulares. La comunicacion entre estas células es de gran importancia en el control
homeostatico del organismo.

Se han descrito varios tipos de comunicacién intercelular (1,2). Las células que se
encuentran estrechamente unidas se transmiten informacion por medio de las uniones
comunicantes ("gap juntions"). Otro tipo de intercomunicacién celular es la mediada por
sustancias quimicas como neurotransmisores, hormonas o factores de crecimiento. En
este tipo de éomunicaoién, las células liberan sus moléculas de sefal al espacio
extracelular de donde se movilizan hasia la célula blanco. En base a la distancia que
necesita recorrer la molécula de sefial se ha clasificado la comunicacion quimica en tres
clases. En la comunicacion endécrina las moléculas de sefial viajan grandes distancias a
través del torrente sanguineo hasta alcanzar su célula blanco. En la comunicacion
pardcrina la molécula de sefal hace blanco en una célula contigua al sitio de secrecion;
esto se obsetrva por ejemplo en las sinapsis clasicas. Por Gltimo en la autécrina la
molécula de sefial actia sobre la misma celula que la libera (Fig.1).

En las células blanco del mensaje existen proteinas denominadas receptores que
reconocen de manera especifica a las moléculas de sefial 0 mensajeros quimicos. Estas

proteinas estan acopladas o forman parte del sistema de transduccién de las sefales al
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Representacion esquemética de los diferentes tipos de comunicacién celular
mediada por suslancias quimicas.
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interior de la célula. Con la caracterizacion de un gran numero de receptores se observo
que muchos de ellos comparien paracterfsticas topolégicas y  bioquimicas.
Topoldgicamente se pueden agrupar en receptores de las membranas plasmaticas y
receptores intracelulares (citoplasmicos y/o nucleares).

Los receptores membranales (2) a su vez se han separado en familias como son:
los receptores acoplados a proteinas G (p. ej. receptor 3 adrenérgico), receptores con
actividad de cinasa (p. e€j. receptor-‘para insulina y factor de crecimiento epidérmico), y
receptores que son canales idnicos (p. ej. receptores de acetil colina y GABA,). La
interaccion de estos receptores con su molécula de sefial, activa o inhibe una cascada de
eventos que pueden inducir la produccion de segundos mensajeros, la fosforilacion de
proteinas y/o la movilizacion de iones, entre otros eventos (Fig. 2). Esto puede traer en
consecuencia cambios en el metabolismo de la célula y dependiendo de la funcién de
esa célula en particular puede por ejemplo ocurrir la liberacion de otras moléculas de
senal, la sintesis de novo de proteinas, etc.

Los receptores intracelulares (3) se han agrupado en una sola familia integrada por
los receptores para hormonas tiroideas, receptores de hormonas esteroideas y receptores
del acido retindico. Estos receptores al unirse con su hormona pueden modular la
actividad transcripcional de genes (Fig. 3).

Al igual que los receptores, a las mdléculas de senal se les agrupd en famil_ias en
base a sus caracteristicas quimicas: a) las moléculas liposolubles integradas por las
hormonas esteroideas, tiroideas, etc, que son acarreadas por proteinas del plasma hacia
la célula blanco. Estas hormonas airaviesan la membrana citoplasmica para interaccionar
con su receptor intracelular; b) las sustancias hidrosolubles comprenden a los
neurotransmisores (como serotonina y dopamina), péptidos (como calcitonina y
somatostatina), hormonas protéicas (p. ej. insulina y glucagon) y factores de crecimiento

(p. ej. factor de crecimiento neuronal y factor de crecimiento plaquetario). Como ya se
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menciond, estas moléculas interaccionan con receptores localizades en la membrana

plasmatica para poder ejercer su accién sobre la célula blanco.

Los neuropéptidos como moléculas de sefal.

Los neuropéptidos son moléculas que se identificaron primeramente en la
neurohipdfisis y en el hipotdlamo de diversas especies. Muchas de estas sustancias
fueron caracterizadas inicialmente por su capacidad estimulatoria o inhibitoria sobre la
liberacion de las hormonas de la adenohipdfisis, La hormona liberadora de la hormona
luteinizante (LHRH), la hormona liberadora de tirotropina (TRH), la hormona inhibidora de
la liberacion de la hormona de crecimiento (somatostatina, SRIF) fueron de los primeros
péptidos caracterizados en el hipotalamo (4). Se purifiqaron ademas otros péptidos que
no estaban involucrados en la liberacién de las hormonas adenohipofisiarias como la
vasopresina, sustancia P y las encefalinas. Posteriormente se han aislado otros peéptidos
y ademas se observd que los péptidos estan ampliamente distribuidos en el sistema
nervioso central '(SNC) lo que ha llevado a postularlos como neurotransmisores 0
neuromoduladores. También se les ha identificado en 6rganos periféricos. El conjunto dé |
datos obtenidos sobre su distribucion, metabolismo y efectos demostrdo que constituyen
una clase extensa de mensajeros quimicos participando en una multiplicidad de funciones
en el organismo.

Estudios sobre su biosintesis permitierdn determinar que se sintetizan via ribosomal a
partir de precursores de alto peso molecular. Se han caracterizado varios tipos de
precursores peptidicos los cuales pueden contener la informacién para uno o varios
péptidos, por ejemplo el precursor de la LHRH contine dos péptidos con actividad

bioldgica diferentes (5), el precursor proopiomelanocortina (POMC) (6), que en su
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secuencia se localizan cuando menos cinco péptidos fisiologicamente diferenes (Fig. 4), y
en otros casos como el precursor del TRH se encuentra la informacion para varias copias
del péptido activo (7). Los precursores presentan algunas caracteristicas similares:
contienen en el extremo amino terminal una secuencia sefal como ocurre con proteinas
que van a ser secretadas y generalmente los péptidos activos dentro del precursor estan
delimitados por pares de aminodcidos basicos. En afos recientes ha crecido el interés
por determinar las etapas del metabolismo de los neuropéptidos que se regulan en la

célula en respuesta a sefnales extracelulares.

Metabolismo de los neuropéptidos.

Algunas etapas de la biosintesis de éstos péptidos se realizan de manera similar a
cualquier proteina secretada. La biosintesis se inicia en el nucleo de la célula (Fig. 5) con
la produccién del ARN precursor por.medio de la ARN polimerasa Il. Este ARN precuréor
sufre varias modificaciones antes de salir del ndcleo. En el extremo 5' se le afiade un
residuo de 7 metil guanosina y se metilan los primeros nucléotidos formando un casquete
("cap"). En el extremo 3’ existe la sefial de poliadenilacion (AAUAAA), después'de esta
secuencia el ARN precursor se corta y se le afladen varias adeninas (cola de poly A)_. |
Otro evento importante es la eliminacion de los intrones del ARN precursor por un
proceso denominado "splicing”. EI ARN maduro (ARNm) es a.hora transportado al
citopldsma donde es traducido a un precusor denominado pre-pro-péptido por contener
aun la secuencia sefial. Los polipéptidos que van a ser secretados, tienen como
caracteristica general una secuencia rica en aminocidos hidrofébicos en su extremo
amino terminal (péptido sefal); esta secuencia se ha involucrado en el ttanspone del preé

pro-peptido al lumen del reticulo endoplasmico rugoso (RER) (8). Existen varios reportes
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que proponen un mecanismo para el transporte de la pre-pro-hormona al lumen del
reticulo endoplasmico. Se propone que poco después de haber sido sintetizado el péptido
sefial, se une a una ribonucleoproteina (SRP) formandose un complejo enire el péptido
naciente, el ribosoma y SRP (9,10). Este complejo es dirigido a la membrana del RER
por la interaccion de SRP con un receptor especifico; posteriormente el SRP y su
receptor se separan de la unidad traduccional e inicia el proceso de transporte hacia el
lumen del RER una vez que ocurre el corte del péptido senal (38). En el lumen del
reticulo endoplasmico, el propéptido (denominado asi pbrque se elimind la secuencia
seflal) puede sufrir modificacicnes postraduccionales que principalmente son
gli'cosilaciones. Mas tarde, el propéptido pasa al aparato de Golgi donde continua su
procesamiento. En este compartimento, las glicosilaciones que ocurrieron en el RER se
ramifican, y algunos aminodcidos son acetilados, fosforilados o suifatados. En el Golgi,
dcurre tambien la compartamentalizacion de los precursores en vesiculas (Fig. 5). Este
evento debe ser muy selectivo ya que se requiere que solo un subconjunto de proteinas
esten en la misma vesicula (precursores y enzimas proteoliticas). Se ha observado que
en el aparato de Golgi ocurren los primeros cortes proteoliticos que implican una
compartamentalizacion diferencial de los péptidos contenidos en el precursor, 0 sea que
en ciertos casos productos del procesamientos de un mismo precursor pueden tomar vias
intracelulares distintas (11). En la vesicula generada en el aparato de Golgi finaliza el
procesamiento que da lugar a los peptidos actives. Como ya se menciond, los péptidos
estan delimitados por pares de aminoacidos basicos y éstos son liberados del precursor
por cories proteoliticos que ocurren en ambos extremos. Algunas de las enzimas
involucradas en dichos procesos se han caracterizado; presentan actividades similares a
la tripsina y la carboxipeptidasa B (12). Los aminoéacidos basicos del extremo carboxilo
del péptido son eliminados por enzimas con actividad de carboxipeptidasa B, mientras

que el extremo amino del péptido es generado por enzimas con actividad similar a la de
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procesamiento del propéptido en el aparato de Golgi; 6. {ransporie vy
procesamiento del propéptido; 7. almacenamiento del péptido activo.
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tripsina. Muchos de los péptidos liberados del precursor requieren ser modificados en su
extremo amino y/o carboxilo ya sea para tener acti\)idad biolégica o para ser inactivados.
Por ejemplo, la LHRH y el TRH tienen la glutamina aminoterminal ciclizada, formando el
grupo piroglutamil y ademads, tienen su aminoacido carboxilo terminal amidado. Las
enzimas responsables de las modificaciones de los extremos son una glutamil ciclasa
(13) para la ciclisacion y una peptidil glicil x monooxigenasa para la amidacion (14).

El péptido ya procesado se mantiene en las vesiculas, las cuales se almacenan en
la terminal nerviosa, para el caso de neuropéptidos, hasta el momento de ser liberados o
degradados. La liberacién de peptidos se realiza por un mebanismo de exocitosis, el
cual involucra la fusion de la membrana vesicular con la membrana plasméatica. Este
evento es disparado por un aumento en la concentracion de Ca++ intracelular., Se han
propuesto varios mecanismos que pudieran explicar la liberacion de péptidos por
exocitosis. (15). Uno de los modelos propone que las vesiculas en la terminal nerviosa
estan atrapadas en una red protéica, _Ia cual se disocia en presencia de Ca++ y permite
que las vesiculas se fusionen con la membrana presinaptica (16). |

Los péptidos que son liberados al espacio extracelular son eliminados de este
compartimento por difusién o degradacion por proteasas. La eliminacién de estos peéptidos
se ha propuesto como un mecanismo para finalizar la accion de una sustancia activa
como mensajero. La accién de algunos de los neurotransmisores clésicos (dopamina o
serotonina p. ej.) es rapidamente terminada por captura celular, mientras que para los
peptidos este mecanismo no parece ser importante (17). Para estos _L'Jltimos existen
enzimas (especificas o inespecificas) capaces de degradaros (p. ej. encefalinasa, prolil
endopeptidasa y piroglutamato aminopeptidasa rhembranal) (18). Las enzimas
~caracterizadas hasta ahora se han encontrado en tres compartimentos distintos:
citoplasmicas, membranales o en fluidos extracelulares. Se han identificado diferentes

lipos de enzimas de acuerdo a su localizacién, especificidad, etc, que son capaces de
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degradar a los péptidos, y actualmente se realizan estudios para determinar la relevancia
fisiolégica de los diferentes tipos de enzimas en la inactivacion de los neuropéptidos.
Para l»as enzimas solubles es dificil entender su acceso al sustrato, dado que la mayor
concentracién del péptido intracelular se encuentra en vesiculas. También se ha
demostrado que si éstas son inhibidas, el contenido intracelular de un péptido, en
parficular TRH, se mantiene constante (19). Por otro lado, las enzimas membranales
localizadas en la cara externa dela membrana plasmatica y las enzimas que se
encuentran en los fluidos extracelulares pueden limitar la concentracion local del peptido
alrededor de la célula blanco. Es probable entonces, que este tipo de enzimas sean mas

relevantes en la inactivacion extracelular de los neuropéptidos (20).

,Como se controla la trancripcién de un gene especifico?

En parrafos anteriores se dijo que las moleculas de sefial al interaccionar con sus
receptores pueden modificar la sintesis de proteinas especificas. Recientemente se han
realizado muchos estudios enfocados en determinar como se regula [a expresiéon de los
genes en respuesta a una sefial.

En la secuencia nucleotidica de los genes se han identificado regiones especificas
involucradas en su expresién, las cuales se pueden dividir en dos tipos: regién
promotora y regiones regulatorias. Dentro de la regidon promotora se ha descrito a la caja
TATA la cual parece determinar el sitio de iniciacidn de la transcripcién y se encuentra
localizada alrededor de 30 pares de nucledtidos (pn) antes del mismo (21,22); la caja
CAT (CCAAT) y la caja GC (GGGCGGG) se encuentran localizadas hacia el extremo &'
de la caja TATA y estan involucradas en la transcripcion constitutiva de los genes. Las

regiones regulatorias tambien Hamadas "enhancers" se han relacionado principalmente
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con la regulacion de la tasa de trancripcion de un gene; son secuencias entre 8-12 pn
que en muchos casos incrementan fuertemente Ié transcripcion de los genes cuando
interactua dicha secuencia con un factor de transcripcidn especifico, su accién puede ser
independiente de su orientacion, distancia y posicion con respecto a la caja TATA.
Actualmente es dificil diferenciar claramente entre los elementos "enhancers" y los
elementos de la regién promotora puesto que parecen tener una actividad sinergistica en
la regulacién de la transcripcion génica, Estas regiones son reconocidas de manera
especifica pbr proteinas que se encuentran en el citoplasma o nuicleo de la célula
(21,23). Algunas de estas proteinas interaccionan con su secuencia de ADN en respuesta
directa a una sefal extracelular, como ocurre para los receptores intracelulares (24).
Otros factores transcripcionales responden a cambios en los niveles de segundos
mensajeros (25). Asi, CREB (proteina que reconoce al elemento involucrado en modular
la transcripcion en respuesta a cambios en AMPc) reconoce una secuencia de ADN
especifica (llamada CRE) en respuesta a incrementos en los niveles de AMPc
intracelular, y AP1 (complejo formado por los productos de los oncogenes cjun y cfos)
se une a una secuencia especifica en el ADN en respuesta a la activacién de la ruta de
inositol trifosfato-diacil glicerol. La regulacidn transcripcional de un gene especifico en
respuesta a una sefial extracelular especifica implica la existencia de los factores
transcripcionales apropiados en la célula y la cantidad disponible o activa de estos
factores puede ser regulada tanto a nivel de su sintesis, como por modificaciones
postraduccionales o secuestramiento (25). Por ejemplo, cambios en la concentracion de
1783 estradiol modulan a nivel transcripcional el numero de sus propios receptores (26).
La estimulacién del receptor de acetil colina en las células PC12 aumenta los niveles del
ARNm de la proteina fos (27), mientras que tratamientos con dexametasona (agonista del
receptor de glucocorticoides) inhiben la transcripcién de fos en otros tipos celulares (28).

A nive! postraduccional, la fosforilacion de CREB por proteinas cinasas dependientes de
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AMPc favorece la formacion del dimero, el cual es la forma activa de este factor (29). En |
el caso de SP1, factor de transcripcion que reconoce la caja GC, se ha visto que el
bloqueo de sus glicosilaciones inhibe su capacidad de activar la transcripcion (25). Un
ejemplo de regulacion por secuestro se ha descrito para el receptor de glucocorticoides.
Se sabe que el receptor se encuentra unido a la proteina HSP90 (esta proteina fué
primeramente identificada como una de las proteinas que se expresan en respuesta a un
choque térmico o “heat shock") y solo es liberado en presencia de fa hormona (30).

Respecto al mecanismo de activacion transcripcional, no es claro aun si los factores
transcripcionales interaccionan con el complejo de iniciacion de la transcripcién 0 bien con
“una proteina que sirve de enlace entre el factor y el complejo transcripcional. Sin
embargo, en general la activacion transcripcional involucra interacciones proteina-proteina.
Al respecto, se han identificado dentro de los factores transcripcionales diferentes
regiones (ricas en aminoacidos acidos © prolinas o glutamfnas) involucradas en el

incremento de la transcripcion (21).

Regulacién de la biosintesis de péptidos en respuesta a sefales extracelulares.

A nivel de la biosintesis de los péptidos, existen varias etapas que pueden ser

regulables: transcripcion, procesamiento posttranscripcional ("splicing”, edicion del ARNm), |
transporte del ARNm del nucleo al citoplasma, estabilidad del ARNm, traduccidén y
procesamiento postraduccional. |

El uso de técnicas de biologfa molecular permitié comprobar que la transc'ripciénvde
los genes esta generalmente sometida a una regulacion estricta en respuesta a cambibs

hormonales o locales. Los primeros estudios consistieron en demostrar cambios en la

concentracion de ARNm en respuesta a diferentes sefales extracelulares. Por ejemplo,
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deficiencia en glucocorticoides o estradiol en plasma induce en neuronas del hipotalamo
aumento en los niveles de ARNm de los precursbres de CRF (31) y de POMC (32),
respectivamente. Mas tarde, empleando ensayos in vitro se demostraron que cambios en
los niveles de ARNm correlacionaban con cambios en la actividad transcripcional. A este
respecto, la despolarizacion de las células de la médula adrenal aumenta la transcripcion
del gene de encefalinas en éstas (33). Ademas, la adrenalectomia produce un aumento
de la transcripcién del gene de POMC en la hipdfisis (34).

Dentro de las diferentes etapas que pueden ser regulables, podemos citar la edicién
del ARN. En los mamiferos solo se ha descrito un ARN que puede ser editado. Este
ARN codifica para la apoliproteina B que se sintetiza en el intestino delgado de la rata.
La edicién ocurre en un nucledtido en el cual se cambia un resido de citosina por un
residuo de uridina generandose con esta modificacion un nuevo coddn de terminacion
interno. La traduccion del ARNm editado produce una proteina mas pequeia
(apolipoproteina B48) que se expresa en higado. Esta modificacién esta regulada en el
higado por hormonas tiroideas: se ha determi_nado que las hormonas tiroideas aumentan
la cantidad de la apolipoproteina B48 (35), pero hasta el rriomento no se conoce cual es
el mecanismo por el cual dichas hormonas pueden estimular la edicion del ARN.

Otra etapa biosintética que puede ser regulada, es el procesamiento o "splicing" del
ARN precursor. Este mecanismb se ha empleédo para generar diversidad de proteinas o |
péptidos a partir de un mismo gene y se ha estudiado ampliamente en la sintesis de
inmunoglobulinas (36). Se ha observado claramente que el splicing se regula en _uh |
proceso de estres celular denomidado "heat shock”. En este modelo, cuando laé células
se exponen a temperaturas altas se incrementa la sihtesis de ciertas proteinas llamadas
‘proteinas de "heat shock". Bajo esta condicion de estres, entre otras cosas el
procesamiento de los ARNs de estas proteinas es mayor con respecto a las proteinas

normales de la célula (37).
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Tambien se ha descrito que eventos postnucleares son regulados. Cambios en la
estabilidad de diferentes ARNms han sido postulados en respuesta a cambios
hormonales. En el caso de las encefalinas, se ha sugerido que ocurren cambios en la
estabilidad del ARNm en respuesta a variaciones en los niveles de estradiol y
progesterona (38). Por otro lado, la deficiencia de fierro aumenta la vida media del ARNm
del receptor de transferrina mientras que el ARNm para la ferritina se desestabiliza (39).
En el caso de los ARNs mehsajeros de ferritina y transterrina se han caracterizado
proteinas que estan involucradas en la estabilizacién del ARNm, estas proteinas se unen
a ciertas regiones del ARNm impidiendo probablemente qué las ARNasas lo degraden.
Ademas de los factores intraceluires, otras modificaciones intracelulares modifican la vida
media de ciertos ARNm, por ejemplo la despolimerizaciéon de la tubulina aumenta la
degradacion de su ARNm (39,40).

En la estabilizacion de los ARN mensajeros se ha propuesto la existencia de
secuencias dentro del mensajero y de faclores protéicos (como en los casos
mencionados anteriormente) que son responsable del efecto de estabilizacidon (39,41). |

Existe también regulaciéon a nivel traduccional. Cambios en los niveles de estrogenos
incrementan la traduccion de una proteina basica de mielina (42).

Como se menciond anteriormente las modificaciones postraduccionales son
importantes para definir la actividad de los péptidos. Existen evidencias de regulacién a
nivel posttraduccional. Se ha reportado modulacion en la actividad de las enzimas que
procesan a los péptidos o de los productos de la accidén de estas enzimas en respuesta
a sefales que incrementan los segundos mensajeros, asi como a sefiales hormonales
(12, 43). Cambios en el ABRNm de POMC en respuesta a glucocotticoides se
correlacionan con variacion en los niveles del ARNm de la PAM (12,43). Ademas, la
actividad de esta enzima asi como el ARNm de POMC aumentan en el Idbulo intermedio

de la adenohipdfisis por la administracion de antagonistas dopaminérgicos (12). Cambios
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en la acetilacién de algunos productos de la POMC determinan la potencia de éstos. La
horm;na estimuladora de los melanocitos (« MSH) acetilada es més activa mientras que
la acetilacion de la B endorina elimina completamente su actividad dépiacea. En anfibios
se ha observado cambios en la acetilacién de la MSH durante la adaptacién a la luz.
Ademas, se ha observado que la dopamina disminuye la acetilacién de éste péptido (44).
Por otro lado, varias hormonas adenchipofisiarias requieren estar glicosiladas para ser
reconocidas por su receptor, para el caso de la tirotropina se ha observado que el TRH
aumenta en la adenohipdfisis la sintesis de las formas glicosiladas con respecto a las no
glicosiladas de la TSH (45).

La regulacién de las diferentes etapas de la biosintesis de un péptido repercute
directamente en su cantidad y por lo tanto en el tamafio de la poza liberable en.

respuesta a un estimulo. Este aspecto es muy importante para las células en las cuales

es necesario mantener una concentracién adecuada de sus moléculas de secrecion.

LA HORMONA LIBERADORA DE TIROTROPINA (TRH)

Estructura y distribucion.

En la busqueda de las sustancias hipotaldmicas responsables de controlar la
liberacion de las hormonas adenohipofisiarias, el TRH fué el primer péptido a'islédo por
los grupos de los Drs. Schally (46) y Guillemin (47). El TRH es un tripéptido _de
estructura pglu-his;proNHz, que se encuentra en el hipotdlamo de muchas especies. Las
técnicas de radioinmunoensayo, inmunohistoquimica e hibridacién "in situ" han permitido
~ determinar la distribucién del TRH, su precursor y su ARNm especifico, en el sistema

nervioso central (SNC) y otros érganos. En el cerebro se han localizado somas en
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diferentes regiones que incluyen el hipotalamo (en particular, nucleos paraventricular
(NPV), predptico, supraquiasmatico, dorsomedial y porcidon posterior del arcuato), los
I6bulos olfatorios, el nucleo comisural anterior, la sustancia gris periagueductal, el rafe
(nudcleos dorsal, magnus pallidus y obscuro), la region peripiramidal y periolivar vy el
nucleo reticularis del talamo (48,49). Las terminales nerviosas que contienen al TRH se
han localizado en el hipotalamo (ntcleos paraventricular, dorsomedial, supraquiasmatico y
en la eminencia media), los Iobulos -olfatorios, el nicleo acumbens, el tallo cerebral, Ia
médula espinal y la glandula pineal (50). Se han caracterizado algunas vias TRHergicas:
una proyecta de la region parvocelular del NPV hasta la eminencia media, y otra de los
nucleos del rafe al asta dorsal de la médula espinal (50).

Tambien se ha identificado TRH en 6rganos como el péncreas, la placenta, la
prostata, las glandulas suprarenales, la tiroides y el aparato gastrointestinal (50), asi

como el ARNm especifico en el pancreas y tiroides (51,52).

i

Relevancia fisiologica del TRH.

La actividad bioldgica del TRH en las diferentes regiones del organismo es muy
amplia. Se le ha descrito como neurchormona, neuromodulador y como factor paracrino.

Su papel como neurohormona hipofisiotrépica es el més estudiado. Su accién como
neurochormona es ejercida sobre las células de la adenohipdfisis. Para que esto ocurra es
necesario que el TRH sea liberado de la eminencia media a la sangre portal de donde es
transportado a la glandula. En dichas células el TRH induce la liberaciéon de TSH in vivo
e in vitro. La destruccion del NPV del hipotalamo disminuye la concentracién de TSH en
sangre periférica. Ademas de liberar a la TSH del tirotrépo, estimula la sintesis y la

glicosilacién de las subunidades «{ y B de la TSH (45,53). Se ha observado que bajo
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condiciones de estres como la exposicion al frio la liberacion de TRH de la eminencia
media .aumenta en sangre poral, y que este increrﬁento es responsable de la liberacion
de TSH a la sangre (54,55). EIl TRH tambien tiene actividad sobre los lactotrépos en
donde induce la sintesis y liberacion de la PRL (56,57). Se postula al TRH como un
factor liberador de PRL en condiciones fisioldgicas como la succién y el proestro donde el
incremento de PRL en plasma se correlaciona con un aumento en los niveles de TRH en
sangre portal (568,59). Ademads, ensayos de inmunizacidn pasiva con anticuerpos anti-TRH
previenen el aumento de la concentracion de PRL que se produce en respuesta al
estimulo de la succion y en la tarde del proestro (60,61). Por otro lado, existen datos
contradictorios que no han permitido definir claramente el papel del TRH en las

condiciones fisioldgicas antes mencionadas. Gran parte del problema es causado por el

control multifactorial al que esta sometido la liberacion de PRL. Uno de los factores que

controla importantemente la liberacion de PRL es la dopamina (DA), que inhibe
tonicamente la liberacion de PRL. A este respecto se ha visto tanto in vivo como in vitro
que el retiro momentaneo del tono dopaminergico, potencia el efecto facilitador del TRH
sobre la liberacién de PRL (62,63).

Debido a su amplia distribucion en el SNC (50), se ha propuesto al TRH como un
posible neuromodulador y/o neurotransmisor. Varias evidencias apoyan esta hipétesis. Por
ejemplo, en la rata el TRH aumenta el recambio de catecolaminas (64), induce liberacién
de dopamina del nucleo acumbens (65), produce hipotermia (66) y afecta la actividad
motora (67). Ademas, cumple con otros criterios establecidos para definir a una
sustancia como neurotransmisor como son: esta localizado en terminales nerviosas, se
libera por despolarizacidon de la terminal nerviosa de manera dependiente de Ca*f, se
han identificado receptores especificos en diferentes regiones del SNC (68), y su efecto
puede ser terminado por un sistema de degradacion extracelular especifico (20).

Se ha propuesto que el TRH que se localiza en los érganos peritéricos participa en
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varias actividades, pero no se ha definido claramente su pépel fisiologico. En el sistema
gastrointestinal se ha postulado que patrticipa en la contractilidad del intestino, también
que retarda la absorcion de glucosa y xylosa, e inhibe la secrecion de acidos gasiricos
estimulada por pentagastrina (50). En la prostata, se Ié ha involucrado en la modulacion
de la actividad de la 5« reductasa. Tambien se creé que participa en la diferenciacion de
las células basales en el epitelio secretor de la préstata (69). En el pancreas, se ha
determinado que potencia la liberacion de glucagon estimulada por arginina (50). Dado
que en el pancreas existe somatostatina y debido a que el TRH en otros sistemas tiene
un efecto opuesto al de ésta hormona, pudiera ser que el TRH tenga un papel

antagénico en el control de las células secretoras de los islotes de Langerhans.
Metabolismo del TRH.
El metabolismo del TRH en la neurona peptidérgica se puede dividir en tres etapas:

~ biosintesis, liberacion y degradacidn.

| Biosintesis.

Durante los primeros estudios realizados para determinar la ruta biosintetica del TRH,
se tratd de caracterizar una posible actividad enzimatica capaz de sintetizarlo. Este
enfoque fué tomado debido a que el TRH es un tripeptido y por analogia con la sintesis
en_zimética de los dipéptidos carnosina (ala-his) y N-acetil aspartilglutamato, se pensd que
su sintesis ocurriria por via enzimética. Mas tarde, la clonacidén y secuenciacién de una
parte del ADNc (70) para el precursor del TRH en la piel de Xenopus laevis demostro
que la sintesis de TRH se efectiia por via ribosomal y através de un precursor de alto
peso molecular. En éste precursor se identificaron cuatro coplas de la molécula de TRH y
varios péptidos intermedios. Posteriormente, en el Xenopus se identificaron dos ADNc

que son diferentes al primero, y éstos precursores contienen siete copias de la molécula
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de TRH (71). Debido a las diferencias en la secuencia nucleotidica y en el tamafo se
sugiere que los ADNc provienen de dos genes diferentes, por lo que es posible la
existencia de muitiples genes para TRH en el sapo. Tambien se demosird la existencia
de ARNm de diferentes tamarfios (1000, 1500, 3000 nucledtidos). Los diferentes ARNm se
expresan diferencialmente en el cerebro, los ojos y la piel del Xenopus adulto, asi como
en el cerebro y ojos del renacugjo (72). Poco tiempo despuées de que se aisld el
fragmento del ADNc de Xenopus laevis, se identificé el ADNc para TRH en el hipotalamo
de la rata (7), el cual contiene 5 moleculas de TRH en su secuencia (Fig. 6). En la rata
solo se ha identificado un ARNm especifico de aproximadamente 1600 nucledtidos que
provienen de un gene comprendido en 2.6 kb (73). La estructura del gene aislado de la
rata presenta tres exones interrumpidos por dos intrones; en el primer exén se localiza la
regidon 5 no traducida, el segundo exon contiene al peéptido sefial y una pequefa pare
de la region amino terminal y en el tercer exén se localizan las cinco copias de TRH, los
péptidos intermedios y la regién 3 n.o traducida. En la regién regulatoria del gene de
TRH se identificaron la caja TATA, una region rica en GC (GGGCGG) que es reconocida
por el factor de transcripcion SP1, y las secuencias reconocidas por los receptores de
glucocorticoides y de hormonas tiroideas (73), asi como la secuencia de control por
esteres de forbol (25).

La sintesis y el inicio del procesamiento del precursor de TRH dcurre en el_soma
neuronal. El procesamiento al péptido maduro continlia durante su trayecto a la terminal
nerviosa. Existe interés por definir como ocurre el procesamiento del prec'ursor, asi como
por determinar la actividad bioldgica de las formas extendida del TRH o de los peptidos
intermedios. En diferentes regiones”;del SNC y en el pancreas de la rata se han
encontrado formas extendidas tanto en el extremo carboxilo terminal como en ambos
‘extremos, asf como péptidos de alto peso molecular que incluyen a un péptido intermedio

(74,75). Tambien se ha detectado inmunoreactividad para algunos de los péptidos
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ARNm de los precursores del TRH en la rata y el Xenopus laevis.

El recuadro comprende las secuencias traducidas, las franjas negras dentro del
recuadro indican las posicion de la secuencia de aminoacidos que dan origen al
TRH, las lineas gruesas representan las porciones no {raducias del ARNm. a)
ARNm de TRH en el hipotdlamo de la rata; b), ¢), d) y e) diferentes ARN
mensajeros de TRH aislados de la piel del Xenopus laevis.
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intermedios en varias regiones que sintetizan al TRH, encontrandose con mayor
frecuencia el péptido localizado entre las dos vltimas moléculas de TRH de la pare
amino terminal del precursor (76). Por otro lado, la relacion de las formas extendidas, asi
como de los peptidos intermedios con respecto al péptido activo no es igual en todas las
regiones donde se han detectado, i0 que sugiere que el procesamiento del precusor de
TRH es tejido especifico (74,76). Hasta el momento solo se ha encontrado que el péptido
intermedio localizado entre la tercera vy cuarta copia del TRH puede tener un efecto
biologico, ya que es liberado junto con el TRH de la eminencia media en respuesta a
despolarizacién por K+ y potencia la actividad del TRH sobre la liberacién de TSH (77).
Por lo que respecta a las formas extendidas no existen evidencias de una posible
actividad; sin embargo, dado que existen formas extendidad de otros péptidos con
actividad bioldgica, no se descarta que ocurriera lo mismo con las formas extendidas del

TRH.

Liberacion.

El peptido maduro almacenado en la terminal nerviosa, es liberado por
despolarizaciobn de manera dependiente de Ca'™ (78) como ocurre para los
neurotransmisores clasicos. Estudios in_vitro han sugerido que neurotransmisores como la
noradrenalina, la serotonina y la histamina (79) son capaces de estimular la’liberacién de
TRH del hipotalamo. Hemos sugerido que la liberacion de TRH de neuronas
hipotalamicas estimulada por despolarizacion con K* en presencia de Ca™ esta acoplada
a incrementos en el procesamiento final del precursor en la terminal nerviosa (80). Esta
etapa del procesamiento pudiera ser el dltimo paso de la biosintesis, la amidacién.del

extremo carboxilo del TRH.
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Degradacion.,

La inactivacion de sustancias activas una vez que han sido liberadas al espacio
extracelular ocurre mediante recaptura o degradacion. Para el TRH se ha encontrado el
mecanismo de recaptura pero dada su baja velocidad (Vmax) no parece ser el
mecanismo responsable de eliminar al TRH del espacio extracelular (17). Por otro, lado
la degradacion de TRH puede efectuarse in vitro por deos grupos de aclividades
diferentes: eliminacion del grupo piroglutamil del extremo amino o eliminacion del grupo
amido del extremo carboxilo. Para la primera actividad se han descrito tres enzimas. La
piroglutamato aminopeptidasa I (PP II, ectoenzima membranal) y la tiroliberinasa
(enzima del suero) son metaloproteasas y presentan alta especificidad para el TRH
(81,82). La piroglutamato aminopeptidasa | (PP [, enzima soluble) es una tiol proteasa
soluble que corta cualquier enlace pglu-X (83). El segundo tipo de actividad enzimatica
esta dado por una endopeptidasa soluble que corta después de prolina: prolil-
endopéptidasa (PE,(84)). Existen evidencias que apoyan que solo la PP Il es responsable
de inactivar al TRH en el espacio exiracelular, p. ej, en ensayos in vitro con rebanadas
de hipotalamo de rata es posible recuperar una mayor cantidad de TRH liberado en
pres_enéia de los inhibidores especificos de la PP Il (20). Por otro lado, hasta el
momento no se ha demostrado que las enzimas solubles puedan ser liberadas de la

terminal nerviosa (19).

Regulacién del metabolismo de TRH.

El metabolismo de TRH en la neurona TRHérgica se ve influenciado por sefales
internas y externas al organismo. Sin embargo hasta el momento no se han definido

claramente cuales son los mecanismos y las sefiales especificas involucradas en el
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control metabdlico del TRH en el SNC.

En los primeros estudios sobre su regulacidon metabdlica se tratd de determinar si la
liberacion del TRH se modificaba en respuesta a cambios hormonales o ambientales. Un
primer enfoque consistié en determinar el contenido de TRH en diferentes regiones del
SNC, para lo que se implementaron técnicas de extraccion del TRH de los tejidos y
cuantificacic')_n por radioinmunoandlisis. Con este tipo de estrategia no se obtuvieron
resuitados concluyentes debido principalmente a que los niveles de TRH en el tejido
reflejan el balance entre la biosintesis y la liberacién del péptido. Esto implica que los

cambios en la tasa de secrecidn puede ser en ciertos casos compensados por

variaciones en la sintesis (ver liberacion en parrafos anteriores). En un segundo enfoque,

se abordd la cuantificacion de TRH liberado en fluidos bioldgicos in_vivo. Mediciones de
TRH por RIA de perfusados obtenidos de Ié eminencia media por perifusion "push-pull”
han demostrado que el péptido se libera en respuesta a estrés por frio (54), lo que se
habia sugerido por medicién del péptido en el tejido (55). Por otro Jado, empleando Ia
técnica de perifusion de "push-puli" no se observan cambios en Ia.liberacic')n de TRH en
ratas lactantes en respuesta al estimulo de la succién (85), y en cambio, la cuantificacion

de TRH en sangre portal mostré un aumento en la liberacién de TRH en respuesta a la

succion (59). La técnica de perifusion "push-pull® presenta varias ventajas como son: el

medir in_vivo la liberacion de TRH directamente en el tejido, sin tener que aplicar

anestésicos como ocurre en la cuantificacién de TRH en sangre portal. Este método tiene

" la desventaja de que el TRH debe difundir del espacio extracelular hacia la cénula que

aspira el fluido, lo que implica que la canula debe estar muy cerca de la region de
liberacién. Ademas, es probable que la PP |l pueda interferir en la cuantificacion del TRH

liberado ya que ésta enzima pudiera degradar al péptido antes de que sea aspirado por

la canula. Recientemente, para el estudio del metabolismo de TRH y de otros

neuropéptidos se han combinado estas metodologias con mediciones de la actividad
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transcripcional, los niveles de ARNm , de los precursores y de las enzimas
procesadoreas e inactivadoras para inferir mejor sobre las etapas del metabolismo que se
regulan.

Las neuronas TRHérgicas del nucleo paraventricular del hipotdlamo forman parte del
eje hipotédlamo-hipdfisis-tiroides, regulando la liberacion de TSH adenohipofisiaria. La TSH
regula a su vez los niveles de hormonas tircideas en el plasma. Es claro que las
hormonas tiroideas (HT) ejercen mecanismos de retroalimentacién sobre la adenohipdfisis
y el hipotdlamo (Fig 7). En los tirotropos las HT reprimen la transcripcidon de las
subunidades y B de la TSH (86). En el NPV del hipotalamo la T, reduce los niveles
del ARNm de TRH (87), hecho que no ocurre en otras regiones del hipotalamo o del
cerebro. Tambien se ha propuesto que cambios en el estado tiroideo modifican la
liberacion de TRH. Esto fué inferido por la disminucién observada en el contenido de
TRH de la eminencia media (88) en animales hipotiroideos, pero hasta el momento es
aun controversial si la liberaciéon de TRH se ve afectada por el estado tiroideo (89).

En cuanto a las enzimas que degradan al TRH, tanto la PP 1l (solo en la
adenohipdfisis) como la tiroliberinasa incrementan su actividad en respuesta a una mayor
concentracién de hormonas tiroideas en plasma; observandose lo contrario cuando las HT
disminuyen (90,91). La regulacién del metabolismo de TRH y de la TSH por las HT en'
el eje tiroideo es una respuesta especifica de las células que lo integran, que tiene la |
- finalidad de mantener los niveles normales de hormonas tiroideas circulantes (Fig. 7). Es
importante notar que en dichas células existe el receptor B para HT, el cual no se
encuentra en otras regiones del SNC excepio en hipocampo (92). Esto puede explicar
que otras regiones del cerebro que sintetizan TRH no respondan al cambio en los niveles

de T,.
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Influencia del estado tiroideo sobre la actividad metabdlica de las células del eje
hipotalamo-hipdfisis-tiroides. Diacial glicerol (DG), inositol trifosfato (P.!), ARNm
de la subunidad oC de la TSH (mRNA), ARNm de la subunidad B de la TSH,
Neurotransmisor (NT).
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Se ha demostrado que las hormonas esteroideas modulan el metabolismo del TRH.
Estudios en una linea celular de tiroides (CA77) han demostrado que la dexametasona
incrementa los niveles del ARNm de TRH (93). Tambien se encontrd que los estrogenos
reducen la actividad de la PP Il en la adenohipdfisis (91).

lL.a biosintesis de TRH ademas de responder a los cambios hormonales descritos,
tambien se modula bajo otras condiciones fisioldgicas, en las cuales no esta claro cuales
son los mensajeros quimicos involucra;dos.

Hemos descrito cambios en los niveles del ARNm de TRH que se correlacionan con
los del péptido en el hipotdlamo de la rata durante el desarrollo (Fig. 8). Estos datos
sugieren que la tasa de biosintesis limita la concentracién de TRH en el hipotélamo
durante el desarrollo (ver anexo 2)_. Los cambios en el ARNm de TRH no deben estar
mediados por variacién en los niveles de hormonas tiroideas, puesio que no existe
correlacién entre el patrén ontogénico del ARNm de TRH y el incremenio en los niveles
de HT observado durante el desarrolio (94). Ademas, las neuronas del NPV emplezan a |
responder a cambios en los niveles de T, después del séptimo dia del nacimiento. (95)
momento en el cual el ARNm de TRH continua incrementandose en el hipotélamb (Fig. |
8). Otro punto importante es el hecho de 'que solo el NPV del hipotalamo parece
respondé’r a variaciones en los niveles de hormonas tiroideas (87), por lo que el aumento |
en el ARNm de TRH durante el desarrollo es el promedio de la biosintesis de TRH en
los diferentes nucleos hipotaldmicos. Esto sugiere‘que probablemente varios tipo's de
efectores controlan el desarrollo de la neurona TRHérgica. Al igual que la biosintesis de
TRH, la ontogenia de la actividad de la PP Il en el hipotdlamo no parece estar
determinada por los niveles de hormonas tiroideas circulantes (94,96) (Fig 8). Por otro
lado, en la adenohipdfisis (96) el patron ontogénico de la actividad de la PP Il se
correlaciona con los cambios de HT observados durante el desarrollo, por lo que las HT

pudieran estar definiendo el nivel de PP Il en la adendhipéﬁsis. Lo anterior sugiere que el |
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Palrones onlogénicos del TRH (pzrie superior derecha) y su ARNm (pare
superior izquierda), niveles de T, (centro) y actividad de PP |l en el hipotélamo
(parie inferior izquierdz); edenohipdfisis (perie inferior dereche). La actividad de
PP Il se expresa en pmoles de hisproNH,/min/mg de proteina, para el TRH ¢l
pg/mg de proteina, T, ng/cl, y el ARNm; ARNm/Lg ARN ribcsomel,
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metabolismo de TRH en el hipotalamo durante la ontogenia parece estar modulado por
sefiales no hormonales (factores de crecimiento, neUrotransmisores, etc.) que controlan al
desarrollo de la neurona TRHérgica.

Varios fendmenos fisioldgicos dependen de las fluctuaciones circadianas que
presentan los péptidos hipotalamicos, y a su vez estas oscilaciones repercuten
directamente en los niveles de varias hormonas circulantes. Especificamente, la TSH
oscila en forma circadiana en sangre, y esto pudiera ser una respuesta directa a una
secrecién circadiana del TRH. De manera indirecta, se ha tratado de determinar si existe
liberacion circédica de TRH. Varios autores han demostrado que la concentracion de TRH
en el hipotdlamo de la rata presenta un ciclo circadiano. Nosotros determinamos que los
niveles de ARNm de TRH presentan un ciclo que se correlaciona con los cambios en el
TRH hipotalamico (anexo 2).

Estudios en cultivos de células hipotalamicas sugieren que tratamientos con AMPc
por tiempos largos aumentan la concentracion del ARNm de TRH y la liberacion del
péptido, asf como una disminucidn en el contenido intracelular de TRH (97).
Tratamientos in vivo con zimelidina (bloqueador de la captura de serotonina) disminuyen
los niveles del ARNm de TRH en la bulbo raquideo (88).

Estos datos sugieren, que otros efectores diferentes a las hormonas tiroideas o
glucocorticoides regulan los niveles de ARNm de TRH empleando la ruta de los
segundos mensajeros. Es importante notar, que hasta el momento no se ha demostrado
claramente que el gene de TRH contenga una secuencia funcional para el reconocimiento
de factores transcripcionales que se activan en respuesta a los segundos mensajeros
(CREB, AP1), por lo que resultard interesante determinar cual es el mecanismo que
~opera en el incremento de los niveles de ARNm de TRH en respuesta a efectores que
activan receptores membranales.

En resumen, el metabolismo de TRH puede estar regulado por diferentes condiciones
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fisioldgicas o farmacoldgicas. Sin embargo, se desconoce la velocidad a la cual puede

cambiar y se conoce muy poco sobre los efectores y los mecanismos involucrados en su

control metabdlico.
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OBJETIVOS

‘

L.a linea de investigacién de nuestro grupo de trabajo, consiste en estudiar cuales de
las etapas del metabolismo de TRH en las neuronas hipotaldmicas estan sometidas a
regulacidn (biosintesis, liberacion y/o degradacion), cuales son las sefales extracelulares
involucradas (neurotransmisores, factores locales y/u hormonas) y cuales son los mecani-
smos intracelulares involucrados en la regulacion. También estamos interesados en
determinar como se regula el metabolismo del TRH en sus células blanco, los lactétropos
y tirdtropos de la adenohipdfisis. Para resolver algunas de esias interrogantes se han
elegido modelos fisioldgicos en los cuales hay evidencias directas o indirectas de
modificacion en alguna etapa del metabolismo del TRH. En estos modelos tratamos de
determinar si algunos de los eventos del meiabolismo del TRH se ven afectados por
estimulos neuronales u hormonales que se presenten en las cohdiciones fisioldgicas de
interes. Esta estrategia in_vivo se complementa con estudios in vitro para determinar los
mecanismos involucrados.

El presente trabajo abarca parte de dicho proyecto y el objetivo principal, consistio
en determinar si el metabolismo del TRH en el eje hipotélamo—édenohipéﬁs_is esta
regulado por eventos fisioldgicos que involucran cambios, a largo plazo (horas o dias) o a
corto piazo (min). Este objetivo general se combino con metas orientadas a discernir si
los cambios eran tejido especificos y poder inferir que ocurria con algunas etapas de la

biosintesis del TRH en la neurona TRHérgica in_vivo (p. ej. eventos postraduccionales).
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental consistio en determinar varios parametros del metabolismo
del TRH en animales bajo las siguientes condiciones experimentales: a) durante el ciclo
estral, b) a los 18 dias de gestacion, c¢) en el periodo de la lactancia, d) al destete. Para
probar la respuesta del metabolismo\ del TRH a estimulos agudos se midieron estos
parametros en respuesta a estrés por frio y a la succion de ratas lactantes. Debido a la
existencia de un ciclo circadiano en algunos eventos metabdlicos, Se hicieron las
determinacionaes siempre a la misma hora. Los modelos fueron elegidos con la finalidad
de poder separar Ia influencia de estimulos nerviosos y hormonales sobre el metabolismo
de TRH para poder sugerir cuales son las posibles sefiales que modulan la biosintesis,
liberacién y/o degradacién del TRH en los modelos utilizados. A la par, se midié un
parametro control que nos permitiera monitorear el estado fisioldgico del animal. |

Los niveles del ARNm de TRH se midieron en el hipotdlamo total, el nlcleo
paraventricular y el area proedpticashipotalamo anterior (AP/HA). La cuantificacion se
realizd empleando técnicas de hibridizacion tipo Northern, utilizando como sonda el ADNc
de TRH de hipotélamo de rata donado por el Dr. H. Goodman, del Departamento de
Medicina, Centro Médico Tufts-New England en Boston, Mas, EUA. EI TRH fué medido
por radicinmunoanalisis en el hipotdlamo medio basal (HMB area de proyeccién de las
neuronas TRHérgicas del NPV), area predptica-hipotalamo anterior y neurohipdfisis.

La actividad enzimatica de la PP |l se midio en la adenohipdfisis y la tiroliberinasa en
el suero. |

Los resultados obtenidos en dos de los modelos experimentales estan en prensa en
"Neuroendocrinology"; se incluyen al final de la tesis una copia del manuscrito (anexoi).

Los otros resultados (todavia no publicados) se describen de manera mas amplia.
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La estrategia escogida permitid en particular comparar a lo largo de varios eventos
fisioldigiCos los niveles de sintesis del TRH en el nicleo paraventricular con su nivel

"steady state" en las terminales nerviosas de la eminencia media y su tasa de

inactivacion en el tejido blanco.

e,
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MATERIALES Y METODOS

Animales.
En todos los experimentos se emplearon ratas Wistar que estuvieron con alimento y

agua ad libitum, asi como con un ciclo de luz-obscuridad de 12 hrs. Se emplearon

animales en condiciones fisiologicas diferentes:

l.- a) 18 dias de gestacién; b) diferentes dias del periodo de la lactancia; ¢) destete: en el

dia 23 de la lactancia las crias se sep;araron de sus madres, las cuales se sacrificaron 24

hrs despues; d) durante el ciclo estral

Il.- En este grupo experimental empleamos ratas (sacrificadas entre las 16-17 hrs) que

estaban entre los dias 12 y 14 del periodo de la lactancia, y que se mantuvieron bajo

diferentes condiciones experimentales:

a) se mantuvieron con crias hasta el momento del sacrificio (C/C);

b) se retiraron las crias por 8 horas antes del sacrificio (S/S);

c) igual que el anterior, solo que antes de sacrificar se regresaron las crias y
succioharon 18' (S 15Y); |

d) igual que ¢) pero con un estimulo de 30'(S 30');

e) igual que c) pero el estimulo fué de 45'-60' (S 45'-60);

f) igual que e) con la diferencia de que una vez que finalizd el estimulo, se retiraron

las crias y los animales fueron sacrificados 48 hrs después (S 45’-60'/48hr);

g) igual que b) pero los animales fueron sacrificados 48hrs después (S/ S/ 48);

ll.- En este grupo los animales se colocaron justo antes de iniciar el experineto en cajas

individuales. Los grupos controles se colocaron en un cuario a temperatura ambieme al

mismo tiempo que los tratados se introducidn a un cuarto entre 4-5 °C. El sacrificio se

realizo entre 8-11 AM,, a diferentes momentos 2.5, &', 10/, y 05 1, 2, 6, 12 horas

despues de haberlos puesto en los dos cuartos.
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Cuantificacion por radioinmunoensayo de TRH, PRL, corticosterona, y T..
El TRH fué cuantificado como se reporid por Joseph et al.,1979 (78) y la PRL en
base a Enjalbert et al,. 1980 (99), la corticosterona se midié empleando un kit de

diagnostico de ICN, y la T, se cuantifico segun el método descrito por Valverde et al.,

1982 (100).

Purificacién de ARN.

El aislamiento se efectud siguiendo el método descrito por Covarrubias et al.,, 1989

(anexo 2).

Cuantificacion del ARNm especifico de TRH. |

Ver materiales y métodos del anexo 1.

Determinacién de la PP Il en adenohipéfisis y tiroliberinasa en suero.

~ La medicién se realizé empleando la técnica descrita por Vargas et al, 1987 (Ver

anexo'1y

Determinacion de Proteinas.

La cuantificacion se realizd por el método de Lowry et al.,,1951 (101).

Anadlisis estadistico.

El analisis estidistico fué realizado empleando andlisis de varianza de Fisher. Los
resultados se consideraron significativos con una p<0.05 o menor. Siempre que el andlisis
de varianza resultd significativo los diferentes grupos se anlizaron en forma individual

empleando el método de Duncan.
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RESULTADOS

I. Niveles hipotaldmicos de! ARNm de TRH y actividad de PP Il adenohipofisiaria

durante el ciclo estral de la rata.

Estos resultados y los del capitulo |l estan incluidos en el anexo 1 por lo que solo se
describiran de manera breve en esta parte de la tesis.
Los niveles hipotaldamicos del ARNm de TRH y de la actividad de PP II en

adenohipofisis variaron significativamente y en forma opuesta en los diferentes dias del

ciclo (diestro 1 = D,, diestro 2 = D,, proestro = P, estro = E). (Tabla 1; Figs. 3 y 4 del
anexo 1). Los niveles mas altos de ARNm ocurrieron en el D2 y simultaneamente se
observé la actividad mas baja de la PP Ill. En contraste, durante el E el ARNm

disminuyd, mientras que para la PP 1l se detectd la actividad maxima.

Il. Cambios en el metabolismo de TRH en el dia 18 de la gestacion, durante la

lactancia y en el destete.

a) Niveles circulantes de PRL.

Los niveles mas bajos se detectaron en el dia 18 de la gestacién y al destete.
Mientras que en el periodo de la lactancia la concentracién de PRL se incrementd desde
el primer dia hasta el dia 15 (Tabla 2; Fig. 1 del anexo 1). Los cambios observados en
la PRL circulante en éste modelo fueron similares a los previamente reportados por
Simpson et. al. 1973 (102). Ademas, como se puede apreciar en la Fig. 1 del anexo 1
las fluctuaciones de PRL en sangre correlacionaron con los cambios observados en el

contenido de TRH en el HMB.
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b) TRH en hipotdlamo medio basal y neurohipdfisis..

Las concentraciones mas elevadas de TRH en el HMB se observaron en el dia 18
de la gestacidon y al final de la lactancia. Al inicio de la lactancia (3-12 hrs después del
parto), el nivel del péptido disminuyd significativamente con respecto al dia 18 de la
gestacion. Posteriormente, a partir del dia 5 de la lactancia el nivel de TRH aumento
hasta alcanzar (dia 10) niveles similares a los observados al final de la geétaoic’m. Al
destete la concentracion del péptido nuevamente disminuyd con respecto a el dia 15 de
la lactancia (Tabla 2; Fig. 1 del anexo 1). En la NH el TRH tambien vari6, pero a
giferencia de lo que ocurrié en el HMB (Tabla 2; Tabla 1 del anexo 1), en el dia 18 de la
gestacion el nivel de TRH fué menor al determinado en el dia 10 de la lactancia. De
manera similar al HMB, durante la lactancia los niveles de TRH se incrementéron hata
llegar a un maximo al dia 15 de la lactancia. Al destete el TRH disminuyo en la NH él

nivel del dia 18 de la gestacién con respecto al dia 10 de la lactancia.

c) ARNm de TRH en el NPV del hipotalamo.

Durante el dia 18 de la gestacion y el primero de la lactancia detectamos la mayor

cantidad de ARNm de TRH en el NPV hipotalamico y posteriormente se observo una
disminucion significativa que se mantuvo constante hasta el destete (Tabla 2; Fig. 2 del

anexo 1).

d) Actividad adenohipofisiaria de PP |l y actividad de la tiroliberinasa en el suero.
Como se resume en la Tabla 2 la actividad de ambas enzimas no mostraron
cambios significativos durante el periodo de la lactancia comprendido entre los dias 1 y

29 (Tabla 2 del anexo 1).
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dia 18 de
la gestacion®

Tabla 2

Periodo de
(dias)

Lactancia

10"

t

18

Destete'

TRH en HMB
pg/érgano

ARNm de TRH en NPV
unidades corregidas
por la con. de ARN
ribosomal

PP |l adenohipolisiaria
pmoles/min/mg

Tiroliberinasa en suero
pmoles/min/mg

TRH en NH
pg/érgano

PAL en sangro
ng/mi

3095 + 204° (7)

-
'u

0.74 L 0.06°" (7)

ND

ND

5%9  (3)

d*

2.64 * 0.19% (7)

1754 & 272" (5)

0.69  0.06° (7)

0.053 + 0.007 (4)
0.248 & 0.022 (3)
ND

11.7 £ 5.96 (7)

2162 + 272 (7)

0.47 £ 0.08" (7)

0.049+0.007 (4)

0.200£0.010 (3)

90 4 32 (3)

25.7 £ 55" (7)

2570 4 290 (7)

0.39 X 0.06(7)

0.050  0.01(4)

0.281:£0.026(3)

137 + 36 (3)

37.7 £ 13"(7)

3018 & 273" (7)

r

0.51 * 0.06 (7)

0.0500.015 (4)
0.18940.042 (3)
115 & 37 (3)

38,6 + 11.8"(7)

1929 1 625* (7)

0.46 & 0.04" (7)

ND
ND
71 £ 38 (3)

3.48 1 0.56(7)

Los valores son el promedio & EEM, los nimeros enlr(.-z. paréntesis ‘t‘:arresponden ala
cantidad de muestras procesadas. Significancia *: p< 0.05; **: p< 0.025; ***: p< 0.01.

b |
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Hi, Influencia del estimulo de la succiéon sobre el metabolismo del TRH.

Con la finalidad de estudiar como se afecta por la succién el metabolismo del TRH
en el eje tiroideo, empleamos hembras en periodo de lactancia (con una camada fija) que
fueron separadas de sus crias por 8hr. Una vez transcurrido el lapso de 8 hr reunimos
- nuevamente a las madres con sus crias para que estas succionaran a la madre. Este
mbdelo experimental es dificil de \controlar, debido a que no todos los animales
responden de igual manera cuando son puestos en contacto con sus crias. Por ejemplo,
algunas hembras empiezan a amamantar rapidamente a sus crias una vez que se les
regresan a su caja, sin 'embargo otras requieren de cierto tiempo (10-20 min) antes de
empezar a alimentar a sus crias. En algunos casos, las hembras alimentan a sus crias
por 10', dejan de alimentar aproximadamente 5' y continuan posteriormente. Debido a lo

anterior, cuantificamos los niveles de corticosterona y/o PRL en suero como un control de

que los animales respondieron al estimulo de la succién.

a) Niveles de corticosterona en suero.

Como ya se habia reportado previamente (103), observamos que la corticoste.rona en
suero se eleva en las hembras lactantes que fueron succionadas por sus crias (Fig.9).
Los incrementos medidos en los grupos succionados por 15, 30, y entre 45 a 60°

alcazaron 24, 23 y 13 veces respectivamente con respecto al grupo que no fué

succionado.  Ademas, como tambien se muestra en la Fig. 9, los niveles de

corticosierona fueron bajos en los grupos que se succionaron 45-60" y después
estuvieron durante 48 hr sin succién, y en el grupo que se mantuvo 48 hrs sin haberle

presentado nuevamente el estimulo.
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Figura 9

Efecto de la succidén en la concentracion de corticosterona en suero,

En lodos los grupos experimentales se emplearon ratas entre los dias 12- 14 de
la lactancia, a las hembras se les ajustd la camada a 8 crias entre el primer y
segundo dia después del parto. Los animales fueron sacrificados entre 16-17 hrs,

Se emplearon los siguientes grupos experimentales:

C/C Las hembras se mantuvieron con sus crias hasta el momento
del sacrificio.

S/S Las hembras fueron separadas de sus crias por 8 hrs antes de
sacrificarlas.

S15’ Las crias fueron retiradas de sus madres por 8 hrs, transcurrido

el periodo regresamos nuevamente a las crias para que éstas
succionaran durante 15’, e immediatamente después la madre

fué sacrificada.

S30’ lgual que el grupo anterior solo que el periodo de succidén fué
de 30'.

S45'-60’ Ilgual que S 15', excepto que el periodo de succidon fué de 45'-
60",

S45'-60'/48h Ilgual que el anterior solo que el sacrificio se realizd 48 hrs
después de la succion.

S/5/48h Este grupo es igual al grupo S/S solo que se sacrificd 48hr
después.

El anélisis estadistico se realiz6 empleando el analisis de varianza descrito por
Fisher; se considerd significativo con una p<0.05 o menor y la diferencia entre dos
grupos se comprobd por el método de comparaciones mulliples de Duncan. Los
histogramas representan el promedio + EES. Los numeros dentro de las columnas
corresponden al nimero de muestras procesadas. Significancia: **: p< 0.01.
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b) Niveles de PRL en suero.

O;ros autores han reportado (103) que se libera una gran cantidad de PRL de la
adenohipofisis en respuesta al estimulo de la succidn. De acuerdo con estos resultados
observamos un aumento de 7 y &5 (p<0.01) veces en los animales que fueron
succionados 15" y 30’ respectivamente contra los que no se succionaron (Fig. 10). Por
otro fado, en la Fig. 10 se observa que al separar a las hembras de sus crias, los

niveles de PRL disminuyen importantemente.

c) TRH en el HMB y la NH.

El contenido de TRH en el HMB disminuyé significativamente 22% (p<0.05) y 33%
(p<0.01) después de un periodo de succién de 30’ y de 45-60' respectivamente (Fig. 11).
Como se observa en la Fig. 11, no hubo variacién en el nivel de TRH en el HMB de los
animales que se ‘mantuvieron con o sin crias durante el periodo de 8hrs. También se
observdé que en los grupos de animales que fueron sacrificados 48 hr después de haber
0 no recibido un estimulo de 45'-60' de succién los niveles de TRH fueron los mas bajos
de todos los grupos experimentales.

Resultados preliminares muestran que en la neurohipdfisis, a diferencia del HMB, el
estimulo de la succién aumentd los niveles de TRH. En el grupo que fué succionado por
30' detectamos incrementos del 59% y 82% con respecto al grupo que no fué succionado

y al que se mantuvo con crias todo el tiempo, respectivamente. (Tabla 3).

d) ARNm de TRH en el NPV hipotalamico.

En el NPV hipotaldmico de ratas lactantes, el ARNm de TRH también cambido en
respuesta al estimulo de la succion. No observamos diferencias en los niveles de ARNm
de TRH entre el grupo que se mantuvo constantemente con las crias y el que no fue

succionado por 8 hrs y contra el que fué succionado solo por 15' después de 8 hrs sin
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Tabla 3

Niveles de TRH en neurohipdfisis en respuesta a la succion. .

TRH
pg /organo
Con Crias 66 £ 9 (3)
Sin succidn 81 + 22 (3)
Succion 30 121 £ 45 (3)

Los valores son el promedio £ EEM; el nimero entre paréntesis
corresponde al numero de muestras medidas (cada muestra
corresponde a los pg medidos dos neurchipdfisis).
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crias. Cuando comparamos el grupo que no fué succionado conira el que se succiond
por 30: observamos que el nivel de ARNm de TRH incrementd 54% (p<0.01) (Fig. 12).
Como se puede apreciar en la Fig. 12, si se continla por tiempos mas largos de
estimulo (45'-60') el nivel de ARNm de TRH baja rapidamente (48%, p<0.01 comparado
con el nivel a los 30'). Animales que se mantuvieron por 48 hr sin crias, con o sin un
estimulo de 45-60’, tuvieron un nivel de ARNm similar al de animales que se
mantuvieron o fueron separados por 8hrs de sus crias (Fig. 12).

Resultados preliminares muestran una clara variacion en la la actividad de la PP i
adenohipofisiaria. Observamos una actividad menor en las adenohipdfisis de animales
que se mantuvieron con crias hasta el momento del sacrificio con respecto a lo
determinado en aquellos animales a los que se les retiraron las crias por un periodo de 8
hr antes del sacrificio (0.12-0.13 vs 0.19-0.21 pmoles de his-proNH,/min/mg de proteina).
- Ademas, no observamos variacion en la actividad de la PP li entre los animales que
fueron succionados por 30'con respecto a los que no se succionaron (0.18-0.26 vs 0.19-
0.21 pmoles His-ProNH/min/mg de proteina). Por otro lado, la tiroliberinasa (Fig.13)
disminuyd 41% (p<0.01) en respuesta a un estimulo de succion de 15'. Posteriormente
la actividad de la tiroliberinasa se recuperé gradualmente aun cuando se continué por
mas tiempo el estimulo (30" o 45'-60'). Se detectd una actividad similér entre el grupo

que fué sacrificado después de permanecer 48 hr sin crias y el grupo sin haberle

presentado estimulo. Por otro lado, en el grupo al que presentamos el estimulo de

succidon 45'-60', y que sacrificamos 48 hrs después, se observé una actividad mas baja

(32%, p<0.01) que el grupo que se mantuvo por 48 hrs sin crias.
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Figura 12
Niveles de ARNm de TRH en el NPV del hipotédlamo de ratas lactantes eétimuladas
por succién.

Las columnas representan al promedio * EEM del analisis densitométrico de
la sefial autoradiografica obtenida en hibridizaciones tipo Northern entre el RNA total
del NPV y el ADNc de hipotélamo de rala marcado por "nick translation”. La sefial
fué corregida por la cantidad de rRNA que habia en el gel antes de tranferirlo a la
membrana de nitrocelulosa. }Las abreviaturas de la Fig. se expecifican en la Fig. 9.

Nivel de significancia: **: p<0.01.
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Influencia de la succion sobre |a actividad de la Tiroliberinasa en el suero de ratas

lactantes.

Ver las abreviaturas en la Fig. 9, los numeros de la pare inferior de la grafica

corresponden al nomero de muestras analizadas. Significancia: *: p<0.05, **n: <0.01.
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IV. Regulacion del metabolismo de TRH en ratas machos expuestas al frio.

a) Hormonas tiroideas en suero.

Como un control experimental medimos los niveles de T, en suero. Esta hormona
aumentd 2.4 veces (p< 0.01) en los animales que se expusiercn al frio por 0.5-2 hrs
contra los que solo estuvieron 2.5' entre 4-5 °C (Fig. 14a).

b) Niveles de TRH en HMB.

En las Figs. 14b y 15 se observa la cinética de respuesta que observamos en el
contenido de TRH del HMB en ratas que se colocaron en un cuarto a temperatura de 4
a 5°C por 25 a 12 hr. Como se puede apreciar, determinamos una disminucion
significativa en el contenido del TRH en el HMB a los 5' y una recuperacién rapida a los
10' de exposicién al frio (Fig. 14b). A tiempos mas largos de tratamiento el nivel de _TRH

se mantuvo constante (Fig.15).

c) Niveles de ARNm de TRH en el NPV y el AP/HA

Determinamos el nivel de ARNm de TRH tanto en el NPV como en el AP/HA en

animales expuestos al frio durante 0.5, 1, 2, 6 y 12 horas. En el NPV observamos que el

ARNm se incrementd y disminuyd rapidamente en las ratas que se expusieron al frio con

respecto a los animales que se mantuvieron a temperatura ambiente (Fig. 16). 30’ 6 1 hr

de exposicién al frio incrementd 28% y 42% (p<0.05) respectivamente, los niveles del -

ARNm comparandolos con los controles, mientras que si comparamos los dos grupos
{ratados, el aumento entre 30' y 60’ fué de 38% (p<0.05).  Tratamientos por 2 hrs
provocaron una caida del ARNm de TRH de 36% por abajo del grupo control y 100%
(p<0.01) con respecto a 1hr de tratamiento. Con exposiciones a tiempos largos (6 hrs), el

ARNm especifico se recuperd al nivel del grupo control.

0 S A PPN s e tm e w s el e s s
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Nivel de significancia: *: p<0.05, **: p<0.01.
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En el AP/HA observamos tambien que el ARNm de TRH fluctud rapidamente. 30" de

exposicion al frio indujeron un aumento en el ARNm de 144% (p<0.01) contra el control
(Fig. 17). Como se puede apreciar en la cinética de exposicidn al frio, el ARNm de TRH
regreso al nivel del grupo control a las 2 hrs de tratamiento. Posteriormente, a las 6 hrs
de exposicion al frio el ARNm incrementd su nivel 136% (p<0.01) con respecto a las 2
hrs de tratamiento y 200% (p<0.01) contra el grupo control. A las 12 hrs de tratamiento,

el ARNm nuevamente disminuyé al nivel del control.
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DISCUSION

El metabolismo del TRH en las neuronas TRHérgicas implica varios eventos:
biosintesis, compartamentalizacién, procesamiento, liberacion y degradacion. Es la
resultante de éstos lo que determinara las concentraciones fisiologicamente activas en
una condicién determinada. El TRH sintetizado por las neuronas del NPV esta
involucrado en la liberacion de TSH y PRL en diferentes estados fisiolégicos como son el
ciclo estral, la respuesta al frio y a la succién. Con el objeto de estudiar el metabolismo
del TRH en estas neuronas, déterminamos varios parametros que lo reflejan.

Analizaremos inicialmente los datos obtenidos en los modelos fisioldgicos no
controlados experimentalmente (ciclo estral y de la lactancia). Posteriormente, aquellos en
los se controld experimentalmente la exposicion a un estimulo exégeno como es la

succidn y la exposicion al frio.
Ciclo Estral

Previamente habiamos observado que tanto el ARNm de TRH como el péptidd
medido por RIA en el hipotdlamo fluctuan en forma circadica coincidiendo los niveles del
ARNm de TRH con los del péptido, asi como con la liberacion de TSH en la sangre
(anexo 2). A diferencia de lo observado en las oscilaciones circadicas, durante el cicld |
estral existe un desfase de 24 hr entre el pico del ARNm de TRH y el de la liberacién de
TRH a la sangre portal o de PRL a la sangre periferica (68). Este desfasamiehto ocurré
tambien cuando se compara el ARNm de LHRH en el area predptica y la Iiberac_ién de
LH en el proestro (104); y en este caso sabemos que la actividad metabdlica de las

neuronas LHRHérgicas se modifica al momento que ocurre la liberacién de LH (105). Los
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resultados parecen indicar que durante el ciclo estral diferentes mensajeros quimicos son
los que'regulan la biosintesis y |a liberacién de TRH. Alternativamente, es posible que el
mismo efector actie en diferentes circunstancias (caracterizadas por diferencias en los
niveles de estrogenos por ejemplo) pudiendo afectar asi, selectivamente la sintesis o la
liberacion. El aumento en los niveles del ARNm pudiera ser una preparacion de las
neuronas TRHérgicas para el momento de la liberacion de TRH. Sin embargo, dado que
los cambios en el ARNm de TRH fueron medidos en el hipotalamo total no podemos
~ adjudicar la respuesta a un nucleo en particular y es claro que no todos los nucleos que
sintetizan TRH en el hipotalamo responden de igual manera a una sefial (87). Las
hormonas esteroideas (progesterona y estradiol) pueden ser los responsables en el
aumento del ARNm de TRH ya que varian de manera importante durante el ciclo. Por el
momento, no podemos hablar de regulacién directa de éstas sobre el gene de TRH
puesto que no se ha demostrado que dichas hormonas regulen la expresion del gene de
TRH. Por otro lado, el gene de TRH contiene la secuencia consenso para la union del
receptor de glucocorticoides (73), secuencia idéntica a la que utiliza el receptor de
progesterona para regular la expresién génica (106). Eslos datos podrian sugerir que
durante el ciclo estral los niveles de la progesterona estan regulando los niveles del
ARNm de TRH, lo que sin embargo queda por demostrarse. |
La actividad de PP Il en la adenohipdfisis es menor en el diestro, (y también en el
proestro) cuando ocutre el pico de ARNm de TRH en el hipotdlamo. Esta relacion inversa
entre el ARNm de TRH y la PP Il adenohipofisiaria ocurre también en el caso de la
regulaciéon por hormonas tiroideas (87,90). Los cambios en la PP |l adenchipofisiaria en
los dos modelos sugieren que pudiera contribuir a définir la concentracion efectiva de
TRH que llega a la célula blanco (Fig. 18). Como se menciond anteriormente, los
estrégenos modulan negativamente la actividad de la PP Il en la adenohipdfisis. Sin

embargo,
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Figura 18

Metabolismo del TRH en el eje hipotalamo-lactotropo durante el ciclo estral.
En la figura representamos las fluctuaciones observadas en el ARNm de
TRH en el hipotalamo, la actividad de la PP Il en el organo blanco, asi
como las variaciones reportadas en la liberacion de TRH dopamina y
prolactina. Las simbolos en la figura representan: @:. moléculas de TRH, O:
molécula de dopamina, PKC: proteina cinasa C; DG: diciacil glicerol; IP,:
inositol trifosfato; W, receptora TRH acoplado a proteina G; PP L
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nuestros resultados no parecen estar de acuerdo con la participacion de los estrogenos
en los ¢ambios observados, ya que en el diestro 2 los estrégenos estan bajos, asi como
la actividad de la PP Il y conforme aumentan en el estro la actividad de la PP |l tambien
aumenta. Por tanto, otros mensajeros quimicos pueden estar regulando la actividad de la
enzima en estas condiciones; resultados preliminares (107) muestran que la actividad de
la PP Il en adenohipdfisis se inhibe por agentes activadores de la proteina cinasa C vy el

propio TRH.
Lactancia.

Durante la lactancia hay un incremento gradual en PRL sanguinea (nuestros
resultados y (102)) al igual que ocurre para el TRH del HMB o de la NH, pero no asi
para el ARNm de TRH en el NPV. Sabemos que el TRH y la PRL se liberan en
respuesta a la succion (59,62,108), por lo que suponemos que existe un aumento en la
liberacién de TRH durante la lactancia continua que participa en el incremento de la PRL
en el suero. También se ha demostrado que la hipdfisis se encuentra mas sensible a
una misma concentracién de TRH posterior a un estimulo de succién (50). Por otro lado,
observamos que los niveles de ARNm de TRH en el NPV durant‘e la lactancia se
mantuvieron constantes y bajos, por lo que el incremento en los niveles de fRH en HMB
solo puede explicarse por un aumento en la traduccion y/o procesamiento del precursor.

En las etapas finales de la gestacion y en el postparto los niveles de ARNm de TRH
estan elevados mientras que la PRL empieza a elevarse. El TRH en el HMB también se
encuentra elevado al final de la gestacion, presenténdo una caida significativa varias
horas después del pario. Esta disminucién, que probablemente refleja incremento en la
liberacién de TRH, pudiera estar involucrada en el pico de PRL que se ha observado

antes del parto (109). Es interesante notar que los mecanismos que operan sobre la
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neuronas TRHérgicas al final de la gestacion y al inicio de la lactancia, no parecen ser
especificos del sistema TRHérgico, ya que se ha visto que los ARNm de otros péptidos
como la oxitocina y la vasopresina, que participan importantemente durante el parto y la
lactancia estan altos en el nucleo supradptico del hipotalamo (110). ;A que se deben los
cambios en el nivel de ARNm entre el dia uno y el dia cinco de la lactancia?. Al igual
que en el ciclo estral, al final de la gestacion y durante la lactancia los niveles de
hormonas esteroideas'cambian (111),‘pero no parece haber una relacion temporal entre
estos cambios y las variaciones del ARNm de TRH. Ademas, en el NPV del hipotdlamo
se encuentran pocos receptores para progesterona (112). Mientras que en este nucleo se
ha observado una gran cantidad de ARNm para el receptor de glucocorticoides y la
coexistencia de éste receptor con el TRH (113), pero los glucocorticoides no cambian de
manera significativa (102). Tambien varian los niveles circulantes de hormonas'tiroideas,
pero los cambios en el ARNm de TRH no correlacionan con los cambios de HT por lo
que no parecen ser las responsables del establecimiento de los niveles del ARNm de
TRH durante la lactancia (100). Por otro lado, a mitad de la lactancia se ha observado un
incremento en la actividad de las deiodasas (comunicacién personal con la Dra. Aceves).
Esto repercutiria en una mayor concentracién local de T, en el hipotdlamo y posiblemente
esto explicaria la disminucién en el nivel de ARNm de TRH en el dia 5 de la lactancia.
Para poder hacer una hipotesis al respecto, es necesario determinar la actividad de‘ estas
enzimas durante la gestacion y la lactancia en el NPV.

Al destete los niveles del TRH en el HMB y NH disminuyen considerablemente del
nivel observado durante la lactancia, mientras que el ARNm de TRH en el NPV
permanece constante. No es evidente que la disminucion en el contenido de TRH en el
HMB se deba a liberacion masiva de TRH porque la concentrancién de PRL en sangre

tambien disminuye. Por lo tanto, esto refleja posiblemente una disminucion de la
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Figura 19

Metabolismo del TRH en el eje NPV-lactétropo en el dia 18 de la gestacidn,
durante la lactancia y al destete.

En el recuadro se resumen los cambios observados y algunos de los
reportados en la literatura. ?: moléculas de TRH; O: moléculas de
dopamina; DG; diacil glicerol, 1P,: inositol trifosfato, PKC: proteina cinasa C;
s receptor de TRH acoplado a una proteina G, 4 PP Il
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traduccion o del procesamiento postraduccional del precursor .de TRH debida a la
interrupcion del estimulo. Esto refuerza Ia hipétes}s de que es el procesamiento del
precursor de TRH el que se ve principalmente influenciado durante la lactancia (ver

resumen de los eventos en la figura 19).

Estimulo de la succién.

Se ha demostrado que para poder estudiar de manera controlada el estimulo de la
succion sobre la liberacidn de PRL es necesario separar a las crias de la madre por un
periodo de 6 a 8 hr; tiempo necesario, para que entre otras cosas, se recuperen las
pozas de PRL en la adenohipdfisis. Después de 8hr de haber retirado a las crias, los
niveles de ARNm de TRH y el TRH en HMB o NH, se mantuvieron similares a los
encontrados en las hembras que estuvieron en lactancia continua. Al aplicar el estimulo
de la succién hay una liberacion de TRH y de PRL (108) que se hace evidente en una
disminucion significativa de los niveles de TRH en el HMB a los 30 min de succién. A
este tiempo se observé un aumento significativo en los niveles de ARNm de TRH en el
NPV, aumento que no se observa 30 min después. Nuestros resuitados sugieren que el
estimulo de la succién incrementa tanto la ‘Iiberacién como la biosintesis de»TRH.
Mientras que durante la lactancia continua el contenido de TRH en neurohipofisis sigue
los mismos cambios que el HMB, en respuesta a la succién hay un aumento significativo
a los 30min contrario a lo observado en el HMB. No es claro aun el papel del TRH
presente en la neurohipdfisis por lo que es dificil especular sobre este aumento.

La degradacion de TRH se encuentra tambien afectada. Mientras que en la
adenohipdfisis la PP Il se incrementa a las 8 hr sin crias y no se modifica por estimulo
de succion, la tiroliberinasa disminuye significativamente a los 15 min. de estimulo
'recuperandose hasta los 60 min. de succién. Este efecto tan rapido solo puede

explicarse si se considera la liberacién a la sangre de un inhibidor de la tiroliberinasa.
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Figura 20

Cambios iniciales (6 a 30 min) en la actividad metabdlica de las neuronas
TRHérgicas del NPV del hipotdlamo de ratas, en su inactivacion y en la
actividad de los lactétropos en respuesta al estimulo de la succion. |

Los cambios que se ilustran en la figura se producen cuando después de
separar a la madre de sus crias por 8 hrs, se regresan estas y dejamos que

succionen a la madre por 30 min. Los simbolos representan: @: molécula de

TRH; O: moléculas de dopamina (DA); DG: diacil glicerol; IP,: inositol trifosfato,
PKC: proteina cinasa C. |
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Hasta el momento, no se ha descrito un inhibidor endégeno para la tiroliberinasa. Dado
que en respuesta a la succién, la disminucion en la actividad de la tiroliberinasa coincide
con la posible liberacién de TRH podemos sugerir que la inhibicién de la actividad de la
tiroliberinasa favorece la accién del TRH sobre el lactétropo.

Cuando alejamos a la madre de sus crias por mas de 24 hr los cambios que se
observan son parecidos a los que ocurren durante el destete en todos los parametros
determinados; este evento fué independiente de la duracidén del periodo de lactacion (12,
14 o 23 dias de lactancia). Esto sugiere que una vez que se retira de manera prolongada
(més de 8 horas) el estimulo de la succidén, ocurren cambios en los mecanismos
intracelulares que estan involucrados en la regulacion del metabolismo del TRH entre
otros eventos y en particular se reduce la tasa de tiraduccién o procesamiento
postraduccional del precursor de TRH.

La rapidez en la respuestas en el modelo de la succién sugieren que el metabolismo
del TRH puede estar regulado por efectores transsinépticos. A este respecto, se ha
descrito que la interrupcién de las vias serotoninérgicas que llegan al hipotélam'o inhibe la
liberacién de PRL en respuesta a la succidn (114). Sin embargo, hasta el momento no
podemos.d_escartar una influencia hormonal. Por ejemplo, los g!ucocortit:oidés se liberan
en respuesta a la succién y los receptores para estas hormo'nas_ coexisten con el TRH en

el NPV (ver resumen en la figura 20).

Estrés por frio.

En respuesta al frio hay un aumento en el metabolismo celular a consecuencia del
aumento en los niveles de hormonas tiroideas en sangre. La causa de este aumento se
debe a la liberacién del TRH de la eminencia media que induce la liberacién de TSH

(64). En este modelo experimental, se ha descrito que el TRH ademas de pardticipar
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Hasta el momento, no se ha descrito un inhibidor enddgeno para la tiroliberinasa. Dado
que en respuesta a la succion, la disminucion en la actividad de la tiroliberinasa coincide
con la posible liberacion de TRH podemos sugerir que la inhibicion de la actividad de la
tiroliberinasa favorece la accion del TRH sobre el lactétropo.

Cuando alejamos a la madre de sus crias por mas de 24 hr los cambios que se
observan son parecidos a los que ocurren durante el destete en todos los parametros
determinados; este evento fué independiente de la duracién del periodo de lactacion (12,
14 o 23 dias de lactancia). Esto sugiere que una vez que se retira de manera prolongada
(mas de 8 horas) el estimulo de la succién, ocurren cambics en los mecanismos
intracelulares que estan involucrados en la regulacién del metabolismo del TRH entre
otros eventos y en paricular se reduce la tasa de traduccibn o procesamiento
postraduccional del precursor de TRH.

La rapidez en la respuestas en el modelo de la succidn sugieren que el metabolismo
del TRH puede estar regulado por efectores transsinapticos. A este respecto, se ha
descrito que la interrupcién de las vias serotoninérgicas que llegan al hipotalamo inhibe la
liberacion de PRL en respuesta a la succion (114). Sin embargo, hasta el momento no
podemos descartar una influencia hormonal. Por ejemplo, los glucocorticoides se liberan
en respuesta a la succion y los receptores para estas hormonas coexisten con el TRH en

el NPV (ver resumen en la figura 20).
Estrés por frio.

En respuesta al frio hay un aumento en el metabolismo celular a consecuencia del
aumento en los niveles de hormonas tiroideas en sangre. L.a causa de este aumento se
debe a la liberacién del TRH de la eminencia media que induce la liberacién de TSH

(54). En este modelo experimental, se ha descrito que el TRH ademéas de paticipar
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como neurohormona, modula la actividad de neuronas que participan en la
termorregulacién como son las del area preéptica/hfpotélamo anterior. En base a esto,
decidimos estudiar la biosintesis del TRH tanio en el NPV-HMB como en el AP/HA. Se
estudiaron dos tipos de cinéticas, tiempos cortos o largos con el fin de distinguir entre un
efecto neural y uno hormonal dado el posible efecto retroalimentador de las hormonas
tiroideas (87).

Un aumento de la liberacion de TRH de la eminencia media (53) explica
probablemente la disminucidon que observamos en el TRH del HMB a los 5 min de
exposicion al frio. A partir de los 10 min hasta las 2 horas de exposicion al frio los
niveles de TRH se mantuvieron iguales que el control. Esto sugiere que existen eventos
a corto plazo que replelan las posas de TRH en la terminal nerviosa, como ya se habia
observado en ensayos in vitro. Posiblemente se &ctiva rapidamente el procesamiento
postraduccional en las terminales nerviosas.

Como en respuesta a la succién, los niveles del ARNm de TRH en el NPV y AP/HA
presentan una respuesta rapida, encontrandose altos entre los 30-60 min. de exposicion
al frio. A las 2 hr ya no hay diferencia con los controles y solo en el AP/HA hay una
respuesta estimulatoria a las 6 hr de exposicién al frio. En el NPV, la falta de respuesta
a tiempos largos de exposicién pudiera deberse a un efecto retroalimentador de 'las'
hormonas tiroideas que disminuyen los niveles de ARNm solo en éste nucleo (87).
Cambios rapidos en el nivel de ARNms se han demostrado en los genes de induccidn
rapida tales como cfos (27). Los niveles de los ARNms de diversos péptidos (como
vasopresina y encefalinas) se ven incrementados por activacién a nivel transcripcional 4
0 6 horas después del estimulo (38, 115, 116), y los niveles se mantienen altos hasta 24
hr después. Por lo tanto, al igual que en la succién la respuesta rapida pudiera deberse
'a una estabilizaciéon del ARNm de TRH. Mientras que la respuesta tardia puede

corresponder a un aumento en la transcripcion del gene de TRH, Esta respuesta
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'Figura 21

Influencia de la exposicion al {frio sobre el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides.

En la figura se ilusiran los cambios metabdlicos que ocurren en las células del
eje tiroideo en dos momentos diferentes después de aplicar el estimulo. a) Entro los
5 min y 1 hr de estimulo ocurren varios eventos en la neurona TRHérgica del NPV
del hipotdlamo. A los 5 min disminuye el contenido de TRH del HMB por un
aumento en la liberacion de TRH a la sangre portal. Este incremento correlaciona
con un aumento de TSH en sangre. Méas tarde (30 min-1 hr) los niveles de ARNm
de TRH se encrementan. B) A las 2 hrs de exposicion al frio el ARNm de TRH
disminuye al nivel del control, al tiempo que la TSH y hormonas tiroideas se
encuentran elevados en sangre. @:. moléculas de TRH, [P,: inositol trifosfato; DG:
diacil glicerol; PKC: proteina cinasa C; =, : receptor de TRH acoplado a proteina G.
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transitoria sobre el ARNm pudiera deberse a un efector de vida media corta, en
respuesta a la transmisidn nerviosa responsable de Ie; liberacion del TRH. Sin embargo,
otros autores han reportado un aumento en los niveles de ARNm de diferentes péptidos

por estimulos nerviosos a tiempos mas largos (116,117) (ver resumen en la figura 21).

Regulacion de!l metabolismo del TRH.

En resumen, observamos que diferentes etapas del metabolismo de TRH estan
reguladas durante las condiciones fisiolégicas probadas y que dos tipos de neuronas
TRHérgicas diferentes responden de manera diferencial a un estimulo dado. Durante la
lactancia continua es probable que no se observen cambios en los niveles del ARNm de
TRH en el NPV porque la succién induce solo cambios transitorios que pudieran deberse

a la estabilizacion momentanea del ARNm de TRH. Se ha descrito que la estabilizacion

de algunos ARNm ocurre en segundos (118,119), ya sea por interaccion con los

ribosomas o con proteinas involucradas en la estabilizacién del ARNm (41). Por otro lado,

en el caso de ARN mensajeros transitorios como para los genes cfos y cJun, y para las

proteinas que se producen en respuesta a temperaturas elevadas, se han observado

cambios a nivel transcripcional en tiempos muy cortos (27,108). En nuestras condiciones

no observamos la aparicién de bandas de mayor peso molecular, lo que implicaria que el
incremento en el ARNm de TRH, ya sea en respuesta al estimulo de la succién o por
exposicién al frio en tiempos cortos, este relacionado con mecanismos que involucran
estabilizacion del ARNm. Sin embargo, para poder descartar un efecto a nivel
transcripcional es necesario determinar la tasa transctipcional del gene de TRH en estas
bondiciones. El aumento en la velocidad de sintes'is del TRH durante la lactancia sin

cambios en el nivel del ARNm, sugiere un aumento en la actividad traduccional o mayor
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procesamiento del precursor, lo cual involucraria un aumento en la actividad de las
enzimas procesadoras en esta condicion. Se ha demostrado que la carboxipeptidasa E,
las kalikreinas y la PAM aumentan su actividad en respuesta a cambios en AMPc y
hormonas esteroideas (12,43,120). Durante la lactancia existen cambios en las
concentraciones 'de hormonas tiroideas (100) y esteroideas (111) que pudieran ser
responsables de incrementar la traduccion o el procesamiento del precursor de TRH. En
la presentacion de dos estimulos agudos (succién y frio) que inducen liberacién de TRH
del HMB, observamos que la biosintesis tanto a nivel del ARNm como la velocidad del
procesamiento de TRH en la terminal estan acoplados con la liberacion (Fig. 22). Esto
permite a la célula mantener la concentraciéon de TRH necesaria para poder responder a
un nuevo estimulo.

La actividad de la tiroliberinasa en la sangre portal y de la PP |l en el 6rgano blanco
parecen variar de acuerdo a la concentracion activa de TRH requerida. Asi, durante el
ciclo estral la baja actividad de la PP Il en el D,y proestro facilita el efecto de TRH,
mientras que en hembras lactantes que se mantienen con succion la éctividad es menor
que cuando se quitan las crias. Los cambios en la tiroliberinasa en respuesta a la
succion no pueden explicarse facilmente. Pero la inhibicion de su actividad correlaciona
“con una mayor liberacién de TRH a sangre potal, lo que supondria que esté cambio
facilita la accion de TRH sobre el ¢rgano blanco.

En los estimulos agudos que empleamos para activar a la neurona TRHérgica, se
han involucrado a neurotransmisores como la noradrenalina para el caso del frio, y a la
serotonina en la respuesta a fa succion (114, 121). El tipov de respuestas en el
metabolismo de TRH bajo estas circunstancias parece estar de acuerdo con una
activacién por medio de transmisién nerviosa. Sin embargo, se sabe que las hormonas
del tipo de los glucocorticoides pueden regular la estabilidad del ARNm dé péptidos, la

actividad de las enzimas involucradas en el procesamiento, asi como la actividad de las
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Figuara 22

Cambios en el metabolismo de TRH en respuesta a estimulos neurales.

En la figura se resumen los cambios en el metabolismo de TRH que
hemos observado en respuesta a diferentes estimulos neurales (estrés por
frio, succién y depolarizacion). Aumento en los niveles de ARNm, el

procesamiento intraterminal y la liberaciéon de TRH.
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proteinas G (122) que estan directamente involucradas en la transmision de sefiales por
neurotransmisores, por lo que no podemos descarar que los cambios observados en la
corticosterona pudieran estar también involucrados en la respuesta. También se ha
observado que este tipo de hormonas tienen efectos sobre la actividad electrica de las
membranas (123). Por lo que en este momento no podemos inferir cual es el tipo de
mensajero quimico que modula el metabolismo de TRH en cada una de las condiciones
estudiadas. Es posible que en una condicién dada la neurona TRHérgica pueda
responder a varios tipos de sefiales extracelulares. Esto es muy importante puesto que le
permitiria hacer un balance entre diferentes mensajes que reflejan el estado fisioldgico del
organismo, repercutiendo directamente en el mantenimiento de los niveles intracelulares

de la posa liberable de péptido.
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CONCLUSIONES

En este trabajo nosotros encontramos que el metabolismo de TRH se regula en tres
condiciones experimentales como son: la exposicion al frio, la lactancia (continua y
succion) y el ciclo estral. Demostramos que la activacion de las neuronas TRHérgicas no
solo induce un cambio rapido de la liberacién del péptido, sino también en el
procesamiento intraterminal del péptido, los niveles de su ARNm y su inactivacion

extracelular. Ademas observamos, que los cambios en el metabolismo del TRH

generalmente estan en funcién de controlar la concentracién efectiva de TRH que llega al

organo blanco.

Varias de las etapas del metabolismo del TRH parecen tambien estar sometidas a
eventos regulatorios a mas largo plazo (horas o dias).

Por otro lado nuestros datos son consistentes con la hipétesis de que las neuronas
TRHérgicés del NPV se activan en condiciones en las cuales ocurre liberaciéon de PRL o
TSH y que las del AP/HA estan involucradas en la termoregulacion. |

Finalmente, si bien no podemos concluir cuales son los mecanismos intracelulares y
los mensajeros' quimicos involucrados, los resultados nos permiten inferir cuales serian

algunos de los mas probables.
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Abstract. Levels of TRH, TRH mRNA, and pyroglutamyl peptidase li, were analyzed
in the hypothalamus-adenohypophysial axis during lactation and estrous cycle.
Mediobasal hypothalamic levels of TRH, dropped 41% (p<0.01) from pregnancy
levels (taken as 100%) at first day of lactation, recovering until day 15 1o the values
observed at pregnancy. A sharp decrease was also observed during weaning (36%,
p<0.01 compared to last day of lactation). TRH levels in the neurohypophysis
increased during lactation and dropped at weaning . Highest TRH mRNA levels in
paraveniricular nucleus were found at end of pregnancy and beginning of lactation;
they decreased 37% (p<0.05) at day 5 of lactation and stayéd constant thereafter.
Pyroglutamyl peptidase [l adenohypophyseal activity was not modified during
lactation, but changed during estrous cycle. Relative to estrous values activity it |
diminished 58% (p<0.05) at 10:00 h (57% at 14:.00 h) during diestrous 2 and 27%
at 10:00 h (87% at 14:00 h) during proestrus. Hypothalamic TRH mRNA levels

fluctuated in opposite manner to adenchypophyseal pyroglutamyl peptidase [l during
estrous cycle with a peak &t diesiro.us 2. 183% of estrous value (p<o.05). These
data point for regutation of TRH metabolism in conditions where prolactih secretion
fluctuates. They also suggest a sharp release of TRH between the end of
pregnancy and the first day of lactation and, that translational efficiency or post-
transiational processing of TRH precursor in the paraventricular neurons (prbjecting
to median eminence) increases during lactation and drops at"weahin'g, concomitantly

with PRL secretion.



Introduction

In vivo regulation of thyrotropin releasing hormone (TRH) metabolism and
secretion in the hypothalamo-hypophyseal axis has been mainly studied determining
"TRH levels in median eminence, in push-pull perfusates or, portal blood [1,2].
Additional methods for studying TRH metabolism are also available. Levels of mRNA
for endocrine peptides are in some instances elevated when peptide secretion
increases [3]; therefore TRH mRNA levels can indicate the state of activity of TRH
neurons. In addition, variations of pyroglutamate ami.no peptidase Il (PP 11) activity,
a TRH specific peptidase [4] localized on lactotrophs [5), might affect TRH efficiency
on target cells. TRH metabolism is regulated by the thyroid state of the animal in a
region specific manner. Thyroid hormones (TH) down regulate the levels of TRH
mRNA in the paraventricular nucleus (PVN) [6] while they up regulate PP Il activity
in adenohypophysis [7]. Oestradiol 178 (E,) reduces adenchypophyseal PP I
activity [8].

Prolactin (PRL) secretion from adenohypophysis is under tonic dopaminergic
inhibition [9]. TRH is one of several factors controlling release of PRL from
adenohypophysis in the rat. In vitro and in vivo studies have shown that it stimulates
PRL release and synthesis [10). Its efficiency depends on previous dopaminergic
activity, i.e. a transient decrease of the dopaminergic tone is necessary to induce
transformation of PRL into a pool releasable by TRH stimulation [11]. Serum PRL
concentrations are correlated with variations in stalk blqod TRH during lactation or
estrous cycle [12,13]. For example, during late proestrus, TRH levels are high in

portal blood relative to those found in the morning of proestrus [1]. Passive
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immunization with anti-TRH antisera induces partial inhibition of suckling-induced
PRL release and PRL release at proestrus [14,15]. There are however, reports
contradicting TRH involvement on PRL release [16,17]. In the present study we
show that TRH and its mRNA fluctuate during lactation and that, during estrous
cycle, TRH mRNA level and adenohypophyseal extracellular degradation are

regulated.

Materials and Methods
Animals

Wistar rats fed ad libitum and maintain'ed in a 12 hrs light-dark period (light on
at 7:00) were used. Animals were killed by decapitation. Hypothalami (including
preoptic area), mediobasal hypothalami (MBH; median eminence plus ventral part of
arcuate nucleus), neurchypophysis, adenohypophysis, and sera were immediately
collected and kept at -70 °C until assayed. For PVN area dissection, HMB was
dissected, brains frozen on dry ice and 1.5 mm coronal slice containing the entire
PVN was cut with razor blades. PVN area dorsal margin was defined by the
fornices. Three groups of animals were used: .

a) a group of 7 rats in their 18th day of pregnancy was killed between 11:00
and 12:00 hrs;

b) 135 primiparous lactating rats, each with a litter of eight pups; were housed
in individual cages. Each lactating rat was sacrificed between 11:.00 and 12:00 hrs
at the indicated day of lactation, and at weaning, i.e. 24 hrs after separating pups

from the mother, at day 283;
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c) 196 rais on diflerent days of their estrous cycle were screened between 3:00
and 10:00 hrs or between 12:00 and 13:00 by vaginal smears. Rats were only used
when showing three consecutive cycles of 4 days each. They were sacrificed

between 10:00-11:00 or 14:00-15:00 hrs.

RNA isolation

Cytoplasmic RNA {from hypothalami was exiracted for analysis of estrous cycle
samples. Total cellular RNA from PVN was exiracted for pregnancy and lactation
samples.

Cytoplasmic RNA was extracted as previously described ([18]. Each
hypotha.lamus wés homogenized in 200 ul 50mM Tris-HCI pH 7.4, 25mM NaCl,
5mM MgCl; 8 ul of 25% Triton X-100 and 100 ul of 72% sacarose were added and
the homogenate centrifuged 10 min at 4 °C; the supernatant (cytosolic fraction)
where 100 ul of 6% SDS, 0.4M NaCl, 40mM EDTA solution were added, was
extracted 3X with phenol-chloroform (vol./vol.); to the aqueous phase, 5M NaCl
(1/25th Qf total vol.) and 2 vol. of ethanol were added and left at -70 °C for 12 h to
precipitate total RNA. Extraction efficiency was 3 ug RNA/mg protein. Total cellular
RNA was isolated as cytoplasmic RNA but water, instead of sucrose solution, was
‘used for homogenate dilution. In this case extraction efficiency was 1.3 ug RNA/mg |

tissue.



Northern blot hybridization

| 5-10 ug RNA were electrophoresed in minigels (2.2 M formaldehyde, 1%
agarose and 10 mM phosphate buifer pH 7.0). Following electrophoresis, gels were
stained with ethidium bromide (4 ug/ml) for 5 min., destained for 6-8 hrs with v}ater,
and photographed with UV fransillumination for RNA quarﬁiﬁcation. lLLoaded samples
were transferred to nitrocellulose membrane for 24 to 36 hrs using 20 x SSC; the
membranes were then baked for 2 hrs at 80 °C. Hybridizations were performed as
described [18] using the rat cDNA as probe [19]. Ribosomal RNA (stained with
ethidium bromide) and TRH mRNA auloradicgraphic bands were quantified by laser
densitometry (Biomed Instruments, Fullerton, CA.). TRH mBNA levels were

normalized 1o rRNA amount.

TRH and PRL radioimmunoassays

TRH was quantified according to Joseph-Bravo et al, 1979 [20]. Sensitivity of
assay (90% B/B0) was 10 pg; intraassay and interassays variations were 6 and 10%
respeciively. PRL radioimmunoassay was performed as Enjalbert et al, 1980 [21].
Rat PRL RP3 reference preparation (NIDDK-NIH) was used. Inter and iniraassay

variabilities were below 15%.

Determination of adenohypophysial PP Il and serum thyroliberinase activities
Pools of 5 adenohypophysis were sonicated in 50 mM Tris-HCI pH 7.4 (10%
~W/v), centrifuged at 1000 g for 15 min and supernatants centrifuged at 12 000 g for

15 min. Pellets were used to measure PP |l activity as described [7]. Membranes
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were preincubated (5min) at 37 °C in 50mM sodium phosphate buffer ph 7.4

containing 2.5 mM bacitracin and N-ethylmaleimide (final concenirations) and
incubated at 37 °C with 100 000 cpm of [’H-pro]JTRH (New England Nuclear) (10° M
final concentration) in 50 ul final volume. Five microliter aliquots were taken at the
beginning and during incubation (up to 1 hour) and spotted into cellulose phosphate
paper (Whalman P81). Ascending chromatography was developed in 1M acetic acid.
After drying the paper, the first cm was cut, ['H-pro] hisproNH, eluted and counted.
| Zero time values were subtracted from other time values and each determinations
made in duplicate. Thyroliberinase activity was measured as described for PP |l
except that serum was diluted 1.3 with 0.1 M Tris-HCI, pH 7.4. Activities were

linear during incubation.

Protein determination

Proteins were qdantiﬁed according to Lowry et al, 1851 [22].

Statistical analysis
Analysis of variance followed by Least significant difference multiple comparison

test was performed. Significance was determined at p<0.05 or less.



RESULTS
TRH, TRH mRNA, PP |l and serum thyroliberinase at day 18 of pregnancy,
during lactation, and at weaning

. Serum PRL concentration augmented during lactation and decreased at weaning
lo pregnancy levels (Fig 1) as previously reporied [23]. Mediobasal hypothalamic
levels of TRH dropped 41% (p<0.01 compared to day 18 of pregnancy (=100%)) at
first day of lactation, increasing back to pregnancy levels at day 15; a sharp fall
(36%, p<0.01 compared with day 1‘5 of lactation) was also observed 24 hr after
weaning (Fig 1). Levels of TRH in neurohypophysis, increased until day 10 of
lactation and decreased thereafter; however these variations were not significant
(Table 1). Highest TRH mRNA levels in PVN were found at the end of pregnancy
and first day of lactation, and diminished 37% (p<0.05) at day &5 of lactation,
remaining at this level until weaning (Fig 2). Adenohypophyseal PP Il and
thyroliberinase activities were not modified during lactation (Table 2).
TRH mRNA, PP Il and serum thyroliberinase in estrous cycle

- During estrous cycle, TRH mRBNA levels and PP Il activity fluctuated.
Hypothalamic TRH mRNA levels (assayed between 14:00 and 15:00 h) augmented
to 183% (p<0.05) at diestrous 2 with respect to estrous levels N(Fig 3).
Adenohypophyseal PP Il (assayed between 10:00-11:00 h) lowest levels were found
at diestrous 2 and proestrus with decreases of 58% (p<0.05) and 27% respectively
as compared with estrous values (Fig 4). A similar pattern of activity was observed
at 14:.00-15:00 h (with decreases of 58% and 37% respectively) although these

~ differences were not significant (Fig. 4). In contrast, thyroliberinase activity assayed
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either in’ the morning or the afternoon didnot vary during the estrous cycle (not

shown).

DISCUSSION

This work shows regulation of some TRH metabolic steps during lactation and
estrous cycle. Comparison of the levels of TRH in MBH with its mRNA in PVN,
where originate most of the TRH neurons that innervate the median eminence [24],
demonstrates no correlation between these two parameters during lactation. Steady
" state TRH levels in MBH could a priori bé set by TRH biosynthesis, release or
degradation rates. However, we have previously shown that, prolylendopeptidase
and pyroglutamyl peptidase |, two intracellular enzymes able to degrade TRH in
vitro, do not participate in TRH catabolism in whole cells [25]. Therefore, the steady
state levels in MBH are probably the result of biosynthesis and release. Changes in
"TRH levels could be due to variations of one of these two metabolic events of to
their combined effect. Various studies have shown that, in neuroendocrine cells,
peptide mMRNA levels can fluctuate coordinately with secretion rates [3]. In particular
high supraoptic nucleus vasopressin and oxytocin (OXT) mRNA levels during
Iactation' correlate with high plasma peptide levels [26].

With this background we can tentatively interpret the data showing decrease of
TRH levels between end of pregnancy and beginning of lactation as an increase of
TRH secretion at this moment since TRH mRNA levels did not drop concomitantly.
This is consistent with the blood PRL augmentation occuring at this moment. This

postulated variation of TRH secretion coincide with the OXT release occuring at birth
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[27] and may participate in the PRL surge that precedes parturition [28).
~ Stable TRH mRNA levels starting at day 5 of lactation are accompanied by
increased MBH TRH levels until day 15, suggesting that TRH secretion from
nﬁedian eminence during lactation is not as high as at the beginning. However, it
has been shown that suckling stimulates TRH release [13] and during days 5-15 of
lactation plasma PRL is also increased ([23], and this work); the rise observed in
TRH levels is thus best explained if post-nuclear events (processing of precursor or
translational efficiency) are stimulated. In this regard, although still scarce, there is
evidence for regulation of translation efficiency by steroids [29] and for activation of
processing enzymes such as peptidyl-glycfne o afnidating monooxygenase (PAM),
carboxypeptidase E and kallikrein by hormones or second messengers [30]. We
have previously suggested that a post-translational step is increased to maintain
TRH levels in the terminal upon stimulation of peptide release in vitro [31]. Increase
in translational efficiency or TRH precursor processing may be necessary to maintain
high TRH levels in the terminal for its release during suckling (18], as a
co‘hsequ_ence of a continuous activation of TRH neurons. Changes of TRH levels
between day 15 of lactation and weaning suggest that mRNA levels are not
regulated by the interruption of the stimulus as might be the reduction on TRH
precursor processing.
The parallel changes occurring between the postulated post-nuclear events and
PRL levels make it tempting to suggest that intensification of TRH secretion during

lactation is one of the factors setting PRL levels during these physiological events.

o AT gt e i 11 1 et
S g iee &
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The: pattern of TRH levels in neurohypophysis or MBH suggest different roles
and/or régulation for these tissues. However, in each tissue, levels did increase at
the beginning of lactation and decreased at weaning. The post-nuclear mechanisms
operating during lactation may be similarly altered in the two projections.

We previously noted a coordinated regulation of TRH mRNA levels in
hypothalamus during the circadian cycle [18]. Levels of hypothalamic TRH mRABNA
during estrous cycle cannot be compared With TRH levels because they are the
mean fluctuations from various nuclei. Due to their amplitude it is possible that TRH
mRNA in several nuclei, including PVN, are regulated coordinately by variations of
steroid levels. |f so, high diestrous 2 TRH‘mRNA levels may indicate a build up of
TRH in preparation for the preovulatory TRH and PRL surge. On the other hand,
lower PP 1l levels during diestrous 2 and proestrus may be necessary to increase
TRH efficiency. This inverse relationship between PP Il and TRH mRNA is similar
to that observed when thyroid hormone (TH) levels are altered {6,7].
| Although TRH gene has consensus sequences for thyroid hormones and
glucocorticoids receptors [32], glucocorticoids do not change during gestation or
lactation [23] and, TH diminish during lactation ([33].  Other hormonal or
transneuronal activators may therefore participate either in transcription or mRNA
stability. In this regard, we have found that intracellular second messengers can
requlate  TRH mRNA in hypothalamic cells in vitro (Ma.lL. Covarrubias, L.
Covarrubias, J.L. Charli and P. Joseph-Bravo, in preparation). ‘-

Adenohypophyseal PP Il is increased by TH and decreased by 178 oestradiol

[7-8). The fluctuations observed during estrous cycle are not in phase with estradiol
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levels suggesting either a 24 h delay for E, effect or the involvement of yet unknown
factors in setting PPIl activity. These data point for involvement of PP [l in regulation
of PRL secretion.

In conclusion, the data demonstrate that various steps in TRH metabolism are
regulated when PRL secretion is altered. Discrepancy between MBH TRH and PVN
TRH mRNA levels during lactation indicate that a surge of TRH secretion can occur
between end of gestation and beginning of lactation and suggest that translational
efficiency or post-translational processing of TRH precursor in the PVN increases
during lactation and drops at weaning. These modifications on post-nuclear events

are paralleled by variations of blood PRL.
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Table 1. TRH levels in neurchypophysis during lactation

Days TRH
18 P 65 + 5
5L 90 £+ 21
i0 L 137 £ 21
15 L 115 = 21
weaning 71 + 22

Data (pg TRH / néurohypophysis) are Mean + SEM of 3 independent

determinations. P=pregnancy; L=lactation.



Table 2. Specific aclivities of adenohypophysial PP Il and serum

thyroliberinase during lactation.

Days of lactation Adenohypophysial  Thyroliberinase®
pyrogluiamate

aminopeptidase |I*

1 0.052 £ 0.007 0.25 =+ 0.022
4 0.049 £ 0.007 0.20 + 0.010
11 0.056 + 0.011 0.22 £ 0.026
22 0.050 + 0.014 0.19 £ 0.042
29 o 0.056 = 0.023 0.29 * 0.020

| ln_ this éxperiment, in contrast to what is shown in figures 1, 2, and table 1,
rats were maintained with their pups for up 1o 28 days. Data are mean + SEM

of 4 (PPIl) and 3 (thyroliberinase) independent determinations. ® Specific

 activities in pmoles hisproNH, / min / mg protein.
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Fig’ure legends

Fig.1. Serum PRL (upper panel) and mediobasal hypothalamic TRH levels (lower
panel), from day 18 of pregnant rat (P), during lactation and at weaning (W). Number
of rats are shown within the figure columns. The data represent the mean £ SEM.

Statistical significance, *: p<0.05, ***: p<0.01.

Fig.2. PVN TRH mRNA levels in day 18 of pregnancy (P), at 1, 5, 10 and 15
days of lactation and at weahing (W). A) representative samples of Northern blots from
total RNA hybridized with TRH ¢DNA (upper panel) and its corresponding total RNA
stained with ethidium bromide (lower panel). B) densitometric analyses of TRH mRNA
adjusted per amount of ribosomal RNA. The data represent the mean of arbitrary units

+ SEM. Number of samples in the columns. Statistical significance, *: p<0.05, **:

p<0.02, ***: p<0.01.

Fig.3. Hypothalamic TRH mRNA levels in cycling rats sacrificed between 14:00-

15:00. D, = diestrous 1, D, = diestrous 2, P = proestrus, E estrous. A)

Representative samples of northern blots from cytoplasmic RNA hybridized with TRH
cDNA (upper panel). Lower panel shows corresponding cytoplasmic RNA stained with
ethidium bromide. B) densitometric analyses of TRH mRNA adjusted per amount of
ribosomal RNA, Data (mean £ SEM) are expressed in percentage of estrous values.

Numbers of samples are shown in the columns. Statistical significance, *: p<0.05.
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Fig.4. Adenohypophysial PP |l activity during the rat estrous cycle. Activity was
measured between 10:00 and 11:00 and between 14.00 and 15:00. Data are the

mean + SEM of the number of samples shown in columns. Statistical significance, *:

p<0.05. )
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SUMMARY: Peptide biosynthesis within a neuron iavolves several steps occurring
at the soma and during its travel to the nerve terminal, where it accumulates
to be released under stimulatory conditions. We have measured hypothalamic
TRH and TRH mRNA during ontogeny and circadian cycle and observed that TRH
mRNA variations are more prominent than TRH ones. On the basis of these
results and in vitro release experiments, we propose a compensatory mechanism
working at the nerve terminal which is activated after release, ¢ 1958 Academic

Press, Inc.

When a peptide is released in response to endogeneous or environmental
stimuli, a mechanism for recovering the basal intracellular levels must exist.

Although many complex regulatory processes might be involved, bilosynthesis
and/or intracellular degradation rzte can play an important role. Several
‘steps are involved in peptide biosynthesis where mRNA levels can be a limiting
component, Peptide biosynthesis has been shown to be regulated at
-ttanscriﬁtional ‘level by the same effectors that stinulate release (1,2,3);
for POMC, other steps such as postranslational processing and peptide
modifications are also affected (4,3).
TRH is a tripeptide with both endocrine and neural functions (for review
- Gee 6). The sequence for TRH precursor has been deduced from a cDNA clone (7)
and TRH mode of degradation has also teen studied (8,9,10), In this report, we
focus on TRH and its specific mRNA levels in the hypothalamus in two
different conditions, ontogeny (11) and circadian cycle (12), as an approach
to study.in vivo overall kinetics of TRH metabolism, OQur data show evidence
for a coupling between biosynthesis and release and gives insights for an

intracellular compensatory mechanism,

MATERIALS AND METHODS: Male Wistar rats, fed ad libitum (Purina Chow) were
maintained in a 12 h light-dark cycle (light on 6:00-18:00)., All rats at each
time were sacrificed within an hour and tissues were dissected and kept frozen
(-70 °C) until assayed.

*Correspondence to: L. Covarrubias, Centro de Investigacidn sobre Ingenierfa
Gengtica y Biotecnologfa, Apartado Postal 510-3, Col. Mi
raval, Cuernavaca, Mor., 62270, MEXICO.

0006-291X/88 $1,50
Copyright © 1988 by Academic Press, Inc.
615 All rights of reproduction in any form reserved,
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Each hypothalamus was homegeneized in 200 ul 50mM Tris-HCLl pH 7.4, 25 mM
NaCl, SmM MgCl; 8ul of 25% Triton X~100 and 100 ul of 727 sacarose were added
and the homogenate centrifuged 10 min at 4°C; the supernatant  (cytosolic
fraction) where 100 ul of 6% SDS, 0.4M NaCl, 40mM LEDTA solution were  added,
was extracted 3x with phenol-chlovoform (vol./vol}; to the aqueous phase, 5M
NaCl (1/25th of total vol.) and 2 vel., of ethanol were added and left at -70°C
for 12 h to precipitate total RNA. RNA samples were verified on 1% agarose
minigels (containing 2.2M formaldehyde, 10mM sodium phosphate buffer, pH 7).

TRH ¢DNA kindly donated by Dr. R. Goodman (7) was [32P)-labeled by
Nick Translation to 1-5x10% cpm/ug specific activity, RNA samples were run
in formaldehyde minigels and transfered to nitrocellulose paper. Hybridization
was performed at 42°C 4n Sx SSC, Ix Denhart, 20mM sodium phosphate pH 6.3,
10% dextran sulphate and 50% formezmide (13). Ribosomal RNA bands (stained
with ethidium bromide) and TRH-mRNA autoradiographic band were quantified
by densitometry in a Hoeffer scanning densitometer GS300, All data were
measured within the linear range of detection.

TRH was quantified by specific radioimmunoassay according to Mendez et al

(14).

RESULTS AND DISCUSSION

To determine whether TRH mRNA chenges concomitantly with TRR  levels
within the hypothalamus, we measured both parameters during ontogeny (Fig. 1).
TRH mRNA levels showed same increasing tendency as TRH within the first 20
days postnatal but, later in development, some differences were seen between
TRH and TRH mRNA behaviour. Therefore, at least in part, TRH mRNA 1is
responsible for TRH levels during ontogeny.

Several authors have reported the ontogenetic pattern of TRH content
(11,15,16). Looking at curve pattern all reports are similar up to 20-30 days
‘of age and differences are seen later in development; our results resemble
those of Martino et al (11) and Gayo et al (15). These last authors have made
an analogy in ontogenesis of TRH, TSH and thyroid hormones. Within the
hypothalamus-hypophysis-thyrold axis variations in TRH mRNA levels can be due |
essentially to two processes: cellular development of hypothalamus.
specifically TRH-ergic neurons, and negative feedback by thyroid hormones on
TRH bilosynthesis (17,18)., The TRH mRNA fall on day 45 might be due to the
accumulation of thyroid hormones at this period.

Although TRH role on TSH secretion is well documented, 1t is not cleai
how much secreted TRH is involved in other endocrine functions (e.g.
prolactin secretion)., Hypothalamic TRH can have other nan-endocrine functions
(e.g. neurotransmitter) from those TRH-ergic neurons which do not direct axons
to the median eminence. Therefore, the pattern for TRH and TRH mRNA observéd
can be due to different physiological phenomena occurring in  the developing
rat (e.g. circadian rhythm maturation, puberty) as well as different
regulatory mechanisms working in each  proup  of neurons {nvolved.
Microdissection of hypcthalamic nucleil will help to get a more homogeneous
population of TRH-ergic neurons.

TRH release is a rapid event causing a depletion of intracellular TRH and
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with TRH cDNA [*?P])-labeled; note that expected size (1.6 Kb) is seen
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the need for a mechanism responsible for recovering basal levels.
study the role of mRNA on adjuszment of hypothalamic TRH levels,
TRH mRNA together with TRH during circadian cycle (Fig. 2). The

Each value is the mean* SEM (n=3),

we measured

observed
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circadian rhythm of TRH and 1its mRNA were similar in adulc animals, with
highest 1levels at 18 hrs, These results suggest that TRH release during
light-dark cycle 1s closely coupled with TRH mRNA levels within the 24 hrs,
period.

TRH  circadian pattern observed is similar to the ones described before
(12,19). TRH peak appears just before the activicy period of rats and falls
near its end, This result correlates well with TSH circadian rhythm, but as
mentioned before, hypothalamic TRH {s involved in other no well defined
functions, some of which might have circadian cycles too. The well defined
rhythm in the whole hypothalamus suggests that most of TRH-ergic cycling
nuclei are syncronized; this hypothesis is supported by Kerdelhue's results
(19) showing two hypothalamic areas with maximum values at around the same

time.

Since we found fluctuations in TRH as well as TRH mRNA levels during
circadian cycle, and Martino et al (l12) have shown a developmental rise of TRH
rhythm, we decided ¢to analyze how much dependency exist between circadian
rhythm and postnatal development for defining peptide and mRNA levels, Fig. 3
shows a variety of circadian patterns for TRH and TRH mRNA at different ages
ranging from no fluctuations (TRH at 5 days) to more than one peak (TRH mRNA
at 30 days). These data indicate that TRH and TRH mRNA levels depend on both
postnatal development and circadian rhythm behaviour of TRH-ergic neurons;
therefore, they are a combination of biological and physiological processes.

The development of TRH circadian rhythm which is attained only at adult
stage, suggest that it is a consequence of multifactorial influences that only
when all are achieved, it becomes sinchronized. It is difficult, and would be
to speculative to stress which of different (if no all) factors can affect

(such as neuronal, hormonal- i.e., puberty-or behavioural).

TRH bioéynthesis involves all steps of protein synthesis plus
postranslational processing and terminal modifications (pGlu formation and
amidation). As shown, during ontogeny, between days | and 20 TRH mRNA
increased 10 fold and TRH only 5 fold and, during circadian cycle, TRH mRNA

increased 3x compared to the bare increase of TRH. These observations imply

that although correlations exists between intracellular TRH and TRH mRNA in
the phenomena described, compensatory mechanisms might also be involved in
setting the final TRH levels.

Several steps could be regulated after transcription: mRNA  stability,
translation and postranslational events, We have not established 1f changes
in nRNA levels observed are due to the transcription process itself or  mRNA
stability; direct measurement of transcription rate will define which process

dominate mRNA levels in our conditions, On the other hand, experiments should
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Fig, 3. Development of circadian TRH and TRH mRNA varilations., Circadian TRH and
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Mean * SEM (n=3),

be adressed to estimate the regulatory role of translation and postranslational
events in this system.
We do not know when release is ocurring in the two phenomena analyzed,
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therefore, synthesis and release might not be directly coupled., Direct measure
of in vivo release is experimentally difficult; however, bare TRH wvarlations
during circadian cycle suggest active release at time of synthesis,
Accordingly, a recent report (l7) and our own observations (18) show that TRH
mRNA of paraventricular nucleus {(containing most TRH~ergic neuvrons sending
axons to the median eminence) or whole hypothalamus increases in hypothyroid
rats whereas median eminence TRH remains unchanged (20).

In addition we observed in in vitro experiments, performed as described
(14), that TRH content in hypothalamus or e.,g. cervical part of spinal chord do
not change despite release, Mean* SEM percentage of TRH tissue content
released in 60min (hypothalamus) or 70 min (cervical part of spinal chord),
including a 10 min stimulation period with 56mM KCl, were 9.9:1.8% (n= 8) and
47.8% 4.,9% (n= 6§) respectively, We suspect now that TRH released levels are
underestimated due to degradation by pyroglutamate amino peptidase II activity
which is 5-fold higher in hypothalamic that spinal chord membranes (21). This
suggests that at least A 50% of total initial content is released after 60 or 70
min incubation from either tissue and therefore a biosynthetic process at the
nerve terminal might be coupled to release, i.e, amidation reaction that forms
TRH from pglu-his-pro-gly and is activated by ascorbic acid (22); the enzymes
involved, could be regulated as reported for MSH acetylation (5). Regulation
of intracellular degradation seems unlikely since inhibition of the two soluble
intracellular degrading enzymes do not affect endogeneous TRH (23) nor thyroid
hormone status affect degrading enzyme activity at hypothalamic level (24).
Segerson et al have postulated that other active peptides could be synthesized
from the same TRH-precursor (25), Although this might 2lso explain our results
since a proportion of TRH mRNA measured could give rise to other active
peptides and be regulated differentially, this hypothesis still is speculaﬁive.

In conclusion, we propose a regulatory mechanism responsible of

establishing TRH levels at nerve terminal working actively after release,.
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