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RESUMEN

La hipéfisis es una glandula, que junto con el hipotalamo, se encarga de regular diversas funciones
del organismo formando parte del sistema neuroendocrino. La hipoéfisis tiene cinco tipos celulares
que secretan hormonas con accién en oOrganos blanco y tejidos especificos. El eje hipotalamo-
hipofisis-tiroides esta regulado, en primera instancia, por la accion de TRH, secretado por el
hipotalamo, que permite la sintesis y liberaciéon de TSH en los tirotropos de la hipéfisis, un proceso
dependiente de la movilizacion de calcio intracelular. En la tiroides la TSH permite a su vez, la
captacion de iodo, el crecimiento de los tirocitos, y la sintesis y secrecion de hormonas tiroideas
como T3 y T4. Ademas, las hormonas tiroideas tienen importante funcioén en la regulacion del eje
formando asas de retroalimentacion. Este eje es el encargado de regular el metabolismo basal del
organismo, el metabolismo de lipidos, o el consumo de oxigeno, por ejemplo. Sin embargo, existen
disrupciones en el eje que impiden su correcta funcidn como el hipotiroidismo primario. El
hipotiroidismo primario se reconoce por la baja o nula produccion de hormonas tiroideas por alguna
falla en la tiroides. En este trabajo se busco caracterizar los patrones de movilizacion calcio
intracelular en los tirotropos de ratas con hipotiroidismo primario, ante los estimulos de T3 y TRH.
Se encontr6 que la cantidad de calcio intracelular que es movilizado como respuesta a TRH es
mayor en condiciones de hipotiroidismo primario; que podria ser un reflejo de una mayor secrecion
de TSH por los tirotropos como un mecanismo de mantener los niveles de hormonas tiroideas en el
organismo. No se encontrdé movilizacion de calcio significativa en los tirotropos cuando se dio un
estimulo con T3, que se esperaba que sucediera dado el rearreglo del citoesqueleto que sucede
cuando se da un estimulo con T3 de acuerdo a lo reportado en la literatura. También se observo
aumento en la poblacion de tirotropos en la hipéfisis y disminucion de lactotropos, que concuerda
con lo reportado en la literatura. Esto tltimo también podria ser un mecanismo de compensacion de
los niveles de hormonas tiroideas en el organismo. Por ultimo, el cambio en la poblacion de
lactotropos y otros grupos secretores en la hip6fisis podria estar afectando de manera paralela otras

funciones del organismo como las inducidas por la prolactina.



I. INTRODUCCION

1. La unidad hipotalamo-hipofisis

La homeostasis se ha definido como la capacidad de los organismos de mantener constante su
medio interno mediante la regulacion de sus procesos fisioldgicos. Sin embargo, es comun que estos
parametros fisiologicos que son regulados, varian de manera sistematica. En este sentido, se ha
propuesto el término homeocinesis, que es la capacidad de un organismo de mantener un ambiente
interno altamente organizado dentro de limites aceptables como respuesta a un ambiente externo

que es variable (1).

El sistema neuroendocrino estd formado por el sistema nervioso y el sistema enddcrino que actuan
de manera coordinada para mantener la homeostasis (homeocinesis) de los organismos y controlar

diversos sistemas que son esenciales para la supervivencia y la reproduccion (2,3).

A nivel del sistema nervioso las neuronas hipotalamicas son las principales encargadas de la
regulacion endocrina, particularmente la hipofisiaria. Estas neuronas, secretan factores inhibidores
o activadores al sistema capilar y a través de este hacia la hipofisis y la circulacion sistémica. A
nivel endocrino es la hipofisis la principal mediadora de la comunicacion entre el cerebro y el resto
del cuerpo. Las hormonas liberadas por la hipofisis tienen efecto en diversos o6rganos blanco,
regulando procesos como el desarrollo, el crecimiento, la reproduccion o la lactancia. Este eje
neuroendocrino, presenta retroalimentacion hacia el hipotalamo y/o la hipofisis que constituye las

asas de retroalimentacion largas y cortas y que modulan la funcién de ambos 6rganos (2.4).

2. Hipofisis

2.1 Localizacion y estructura

La hipofisis se encuentra sobre la silla turca del hueso esfenoides, por debajo del hipotdlamo al cual
se encuentra conectada a través del tallo infundibular. La hipofisis estd subdividida en dos regiones
que son embrioldgica, anatdomica y funcionalmente distintas: la adenohipofisis compuesta por el
l6bulo anterior y el lobulo intermedio y la neurohip6fisis que estd compuesta por el 16bulo posterior

(véase figura 1) (5).



La neurohipéfisis se puede dividir en dos subregiones, la eminencia media y la pars nervosa. La
eminencia media es el puente en el que las terminales axonicas (aminérgicas y peptidérgicas
principalmente) provenientes de los nicleos supraoptico y paraventricular del hipotalamo, liberan
sus productos al plexo capilar y ademas el paso por el cual los axones de dichas neuronas llegan a la
pars nervosa. Las terminales axonicas que llegan a la neurohipofisis, secretan directamente a la

circulacidon oxitocina y vasopresina (6).

La adenohipofisis esta subdividida en tres subregiones, pars intermedia (16bulo intermedio), pars

tuberalis y pars distalis (ambas conformando el 16bulo anterior) (figura 1).

La pars tuberalis consiste en una delgada capa de células proyectadas en un sentido anterior y
dorsal desde la adenohipofisis hacia la eminencia media. Las células de la pars tuberalis estan
conectadas al fluido cerebroespinal del tercer ventriculo del cerebro a través de los tanicitos y se
cree que estas ultimas remueven moléculas del fluido cerebroespinal incluyendo varios tipos de

reguladores y lo transporta a la pars tuberalis haciendo que esta libere sus productos almacenados

).

La pars intermedia s6lo posee un tipo celular secretor el cual es responsable de la sintesis y
liberacion de melatropina (a-MSH). En mamiferos la a-MSH estimula a los melanocitos de la piel
para que sinteticen melanina la cual causa un incremento en la disposicion de pigmento en la piel y
el cabello. En algunas especies la pars intermedia esta separada del resto de la adenohipofisis y en

algunos mamiferos como las ballenas, manaties y humanos, por ejemplo, estd ausente (6).

En la pars distalis (también llamada solo adenohipdfisis y que en el resto del texto asi
manejaremos) existen al menos cinco tipos celulares secretores de seis tipos de hormonas troficas y

constituye alrededor del 80% de la glandula (5).

2.2 Tipos celulares de la adenohipofisis
La adenohipéfisis (pars distalis) tiene cinco tipos celulares que sintetizan y secretan hormonas:
lactotropos que secretan prolactina (PRL), corticotropos que secretan adrenocorticotropina (ACTH),

somatotropos que secretan hormona del crecimiento (GH), gonadotropos que secretan hormona



foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) y los tirotropos que secretan la hormona

liberadora de tirotropina (TSH) (9).

Figura 1. Estructura y localizacion de la hipofisis. Se muestra la silla turca sobre la que se encuentra la
hipofisis, su conexion con el hipotdlamo a través del infundibulo. También se muestran las dos principales
estructuras que conforman la hipofisis: la neurohipéfisis y la adenohipofisis. Tomado de Pintrest, pagina en
linea (8).

Estos grupos celulares secretores estan distribuidos en toda la adenohipoéfisis. Los somatotropos son
el grupo celular mas abundante del l6bulo anterior ocupando aproximadamente el 50% de la
poblacion total, los lactotropos representan alrededor del 15% y estan distribuidos en todo el 16bulo,
los corticotropos representan otro 15%, los gonadotropos el 10% y los tirotropos, los menos
abundantes, ocupan alrededor del 5% de la poblacion. Ademas existen otros tipos celulares que no
son endocrinos como las células foliculo estrelladas y los pericitos (4,5). Los tipos celulares

secretores, las hormonas troficas y su funcion en el 6rgano blanco se resumen en la tabla 1.



Figura 2. El sistema neuroenddcrino. El hipotalamo secreta factores hipotalamicos en la neurohipofisis o en la
eminencia media (y después se mueven a la adenohip6fisis) como respuesta a cambios externos o internos del
organismo. Los factores hipotaldmicos estimulan la secrecion de hormonas en la hipofisis que luego van a
desencadenar una serie de procesos en otros 6rganos blanco. Ademas los metabolitos y hormonas secretados
por estos organos blanco desempefian una funcion de regulacion tanto en el hipotdlamo como la hipoéfisis
manteniendo asi ciertos niveles de secrecion de los mismos. Tomado y modificado de Norris y Carr, 2013.

2.3 Sistema vascular

La eminencia media es el principal vinculo que tiene la hip6fisis con el hipotalamo y es de gran
importancia, por una parte y como ya se menciono, es a través de esta estructura que los axones de
las neuronas hipotalamicas llegan a la neurohip6fisis. Por otra parte, existen otras neuronas que
secretan sus factores a este nivel y son transportados hasta la adenohipofisis a través del torrente
sanguineo (la adenohipéfisis, no esta inervada por el hipotalamo). La irrigacion sanguinea fluye de
manera descendiente del hipotalamo a la hipofisis a través del sistema portal hipotalamo-hipofisario

(5) (véase figura 3 y 4).

La circulacion del sistema portal hipotdlamo-hipofisario comienza por las arterias superior e inferior
hipofisaria, ambas, ramificaciones de la arteria carétida interna. La arteria hipofisaria inferior irriga
principalmente a la neurohipéfisis mientras que la superior lo hace en la adenohipofisis (5, 10)

(figura 4).



Figura 3. Sitios de sintesis y accion de varios factores hipotalamicos. Las hormonas hipotalamicas se secretan
en la eminencia media y se unen especificamente en un tipo celular secretor en la adenohip6fisis donde
estimulan la liberacion de hormonas. Noétese la accion inhibtoria de DA en los lactotropos. PVN, nucleo
paraventricular; ARC, niicleo arcuato; TRH, hormona liberadora de tirotropina; CRH, hormona liberadora de
corticotropina; DA, Dopamina; GnRH, hormona liberadora de gonadotropinas; TSH, tirotropina; ACTH,
adenocorticotropina; PRL, prolactina; LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante. Tomado
y modificado de Norris y Carr, 2013.

Las arterias hipofisarias forman por anastomosis una red de capilares fenestrados a la altura de la
eminencia media y el infundibulo conocido como plexo primario, en esta region las hormonas
hipofisiotropicas son colectadas por el sistema porta y conducidas a la adenohipofisis. Esta red de
capilares converge y forman vasos portales largos que llegan a la adenohip6fisis donde forman una
segunda red de capilares, el plexo secundario. El plexo secundario irriga a toda la adenohipo6fisis y
colecta las hormonas que en ella se secretan y luego son llevadas al resto del cuerpo a través de la

circulacion sanguinea (figura 4). Ademas de la importancia del sistema porta en la recoleccion



hormonal, también es fundamental debido a que suministra oxigeno y nutrientes a las células para

que realicen sus procesos metabolicos (3, 5, 10).

Tabla 1. Grupos celulares secretores de la adenohipéfisis y su funcion.

Tipo celular Factor Hormona Organo Accion en el 6rgano blanco
hipotalamico gue blanco
porel quees | secreta
estimulado
Lactotropos TRH PRL Glandulas Estimula la lactacién, tiene un
mamarias, papel importante en la
gbnadas, reproduccion,  regulacion  del
sistema sistema inmunologico.
inmunoldgico.
Somatotropos GHRH GH Musculo Estimula la incorporacion de
aminoacidos en las proteinas.
Corticotropos CRH ACTH Corteza Estimula la sintesis y secrecion de
adrenal corticoesteroides.
Melanotropos MRIH MSH Melanocitos | Estimula la sintesis de melanina
Tirotropos TRH TSH Glandula Estimula la sintesis de hormonas
tiroides tiroides
Gonadotropos Estimula el desarrollo de los
foliculos en hembras y 1la
FSH espermatogénesis en  machos;
GnRH Gonadas secrecion de  estrogenos en
hembras
Estimula la sintesis de androgenos
LH y progesterona en hembras y la

secrecion  de
machos

androgenos  en

Se enlistan los tipos celulares que conforman la adenohipéfisis, asi como los factores hipotaldmicos que las
estimulan, las hormonas que secretan ante dicho estimulo, un ejemplo de los 6rganos blanco en los que actiia
y su accion en el mismo. Modificado de Norris y Carr, 2013.

3. Regulacion de la hipdfisis

La regulacion de la secrecion de hormonas tréficas en la hipofisis se da desde diferentes partes del

cuerpo incluyendo los 6rganos blanco que estimulan a través de asas de retroalimentacion ya sean

negativas o positivas (figura 2).

Podemos clasificar esta regulacion en tres niveles. El primero de ellos es a través de los factores

hipotalamicos que estimulan o inhiben a los grupos celulares secretores de la adenohipéfisis. Dentro

de los factores que estimulan la liberaciéon hormonal tenemos a la hormona liberadora de




gonadotropinas (GnRH) que estimula a los gonadotropos, la hormona liberadora de corticotropina
(CRH) que estimula a los corticotropos, la hormona liberadora de la hormona de crecimiento
(GHRH) que estimula a los somatotropos y la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que
estimula tanto a los tirotropos como a los lactotropos, Dentro de los factores inhibidores de la
secrecion hormonal tenemos a la dopamina (DA) que inhibe constitutivamente la secrecion

hormonal de los lactotropos, y la somatostatina que inhibe a los somatotropos y tirotropos (11, 12).

Figura 4. Sistema portal hipotalamo hipofisario. Se muestran las dos arterias hipofisarias que componene el
sistema portal que irriga tanto al hipotalamo a la altura de la eminencia media y la hip6fisis. Se muestran las
redes de capilares o plexos que forma el sistema portal en la eminencia media (plexo primario) y en la
hipofisis (plexo secundario). Algunos nucleos hipotaldmicos liberan sus hormonas directamente en la
neurohip6fisis, mientras que otros los secretan en la emiencia media y llegan a la adenohipo6fisis por medio
del sistema portal. ARC, nticleo arcuato; DMN, nucleo dorsomedial; PVN, nlicleo paraventricular; POA, area
predptica; SON, nucleo supradptico, VMN, nutcleo ventromedial, ME, eminencia media. Tomado y
modificado de Norris y Carr, 2013.

El segundo nivel de regulacion estd dado en la misma hipofisis a través de factores paracrinos y
autocrinos, estos incluyen hormonas, factores de crecimiento y citosinas. Se ha propuesto que las
células foliculo estrelladas podrian estar formando wuna compleja red de regulacion en la

adenohipofisis (5, 13, 14).



El tercer nivel es a través de las hormonas y metabolitos que producen el érgano blanco, la mayoria
de las veces mediante asas de retroalimentacion negativa aunque también puede ser positiva. La
regulacion se da tanto en la hipéfisis como en el hipotdlamo y da como resultado un complejo

balance hormonal formando diferentes ejes hipotalamo-hipo6fisis-6rgano blanco (5).

4. El eje hipotadlamo-hipofisis-tiroides

La funcion de la tiroides es regulada por el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides (HHT). La secrecion
hormonal de la tiroides esta regulada por la tirotropina (TSH) secretada por los tirotropos, que a su
vez son estimulados por TRH del hipotdlamo (figura 5). Las hormonas tiroideas (THs) son
principalmente dos: la tirotoxina o tetraiotironina (T4) y triyodonina (T3). Las THs forman un asa
de retroalimentacion negativa a nivel del hipotalamo y la hipofisis y por otro lado desempefian
funciones de reproduccion, metabolismo del cuerpo y desarrollo (15). En las secciones que siguen
describiremos con mas detalle este eje, la interaccion entre sus partes, su desempefio fisioldgico asi

como problemas en la disrupcidn del eje, especificamente, del hipotiroidismo primario.

Figura 5. Control de la liberacion de TSH. Las flechas negras indican regulacion positiva mientras que las
lineas azules indican regulacion inhibitoria. Tomado y modificado de Norris y Carr, 2013.



5. Tiroides

5.1 Organizacion de la glandula tiroides

La glandula tiroides esta compuesta por dos loébulos conectados entre si por un puente histico
llamado istmo de la tiroides. Esta glandula se ubica en la cara anterior del cuello, sobre la traquea y
por debajo de la laringe (figura 6). La tiroides esta compuesta de foliculos y se encuentra altamente

vascularizada con una red densa de capilares rodeando a cada foliculo (16).

Ademas de los foliculos y capilares, la tiroides también contiene células parafoliculares o células C
que secretan hormona hipocalcinémica o calcitonina, que regula el metabolismo del calcio. En
algunos mamiferos, como en los roedores, la tiroides embebe a las gldndulas paratiroides las cuales

secretan hormona paratoroidea (6).

Los foliculos tiroideos estan formados por grupos de células, epiteliales y polarizadas, llamados
tirocitos (figura 6). Los tirocitos secretan un liquido, denominado coloide, rico en proteinas y en la
que destaca una glucoproteina llamada tiroglobulina (Tgb) que contiene residuos de tirosina. El
coloide es sintetizado en los tirocitos y luego trasportado al espacio extracelular, al centro de cada
grupo de células formando asi el lumen del foliculo. La region de los tirocitos que estd mas cercana
al lumen es la porcion apical y en esta region los tirocitos estan unidos entre si a través de ocludinas
y uniones estrechas. La region mas lejana al lumen es la porcidn apical, es ahi donde se encuentra

al nticleo y la més cercana a los capilares que rodean al foliculo (véase figura 6) (6, 16).

5.2 Metabolismo, sintesis y secrecion de hormonas tiroideas

La TSH es sintetizada en los tirotropos de la hipofisis y luego secretada al torrente sanguineo,
donde tiene una vida media de 60 minutos. Una vez que llega a la tiroides se une a su receptor de
membrana, un receptor acoplado a proteina G (GPCR), y desencadena una via de segundos
mensajeros dependiente de cAMP. Esta sefializacion incrementa la captacion de iodo por los
tirocitos, la liberacion y sintesis de THs, y el crecimiento de la tiroides como describiremos en

seguida (15).

10



Figura 6. Glandula tiroides en mamiferos. Se observa la ubicacion de la glandula tiroides sobre la trdquea y su
relacién con la paratiroides. También se muestra un acercamiento de la glandula y los foliculos por los que
estd formado asi como las células que conforman los foliculos conocidas como tirocitos. Tomado y
modificado de Norris y Carr, 2013.

El iodo es esencial para el correcto funcionamiento de la tiroides y la sintesis y secrecion de HTs. El
iodo se obtiene de los alimentos consumidos, es absorbido por los intestinos y llevado a la
circulacion. El iodo es tomado de la circulacion por los tirocitos a través del cotransportador
unidireccional de Na*/I (NIS) que lo lleva al citoplasma. Este proceso incluye un transporte activo
secundario mediado por una ATPasa de sodio y potasio que mantiene el gradiente de difusion de

sodio requerido para la operacion de NIS (17) (ver figura 7).

Luego el iodo se transporta al lumen por la region apical por medio de un trasportador llamado
pendrina. En esta zona, el limite entre el tirocito y el lumen, el iodo pasa por un proceso conocido
como organificacion. Primero es oxidado de ioduro a iodo, luego es incorporado al carbono tres de
los residuos tirosinicos de la Tgb, ambos procesos son mediados por la peroxidasa tiroidea (TPO).
El primer producto es la monoiodotirosina (MIT), después MIT es iodada en el carbono cinco

formando diiodotirosina (DIT). La formaciéon de T4 se forma por condensacion oxidativa de dos
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moléculas de DIT regulada también por TPO. La formacion de T3 se da por la condensacion de una
molécula de MIT con una de DIT. Ademas se forma una fraccion menor de triyodotironina reversa

(tT3) (16, 18).

Figura 7. Sintesis de hormonas tiroideas. La captacion de iodo por los tirocitos se hace por los transportadores
de Na" y I'. La ATPasa Na"/K* mantiene el gradiente de Na™ que NIS requiere. La peroxidasa tiroidea (TPO)
desempena diversas funciones en la sintesis de hormonas tiroideas, como la activacion de I°, su union a la
tiroglobulina (Tgb), y la formacion de T4 a través de la hidrolisis de residuos tiroxinicos. La tiroglobulina se
internaliza por endocitosis y las hormonas tiroideas son separadas de la Tgb por procesos enzimaticos. La
desiodasa tipo I (D1) convierte tiroxina (T4) en triyodonina (T3) y son liberados a la circulacion. Tomado y
modificado de Norris y Carr, 2013.

La secrecion de HTs es de T4 y T3 mientras que DIT y MIT no lo son, estas dos ultimas son

desiodadas y el iodo se recicla. La secrecion de HTs comienza primero por la endocitosis del
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coloide y de esta forma se internaliza Tbg por endosomas a los tirocitos. Los endosomas migran de
la region apical a la basal y se fusionan con lisosomas que contienen enzimas hidroliticas. La
hidrolisis de Tbg libera DIT, T4, dehidroalanina y otros aminoacidos. La mayoria de T4 liberado de
Tgb sale de los tirocitos y se incorpora a la circulacion. Pero otro una porcion se mantiene en el

citoplasma donde es desyodado por la desyodasa tipo 1 (D1) que la convierte en T3 y rT3 (6).

5.3 Trasporte de las hormonas tiroideas

Tanto la T3 y T4 son hormonas lipéfilas y esto conlleva a que una parte de ellas se encuentre en el
plasma sanguineo en forma libre, y es en este estado que son fisiolégicamente activas. Sin embargo,
otra parte de estas hormonas se encuentra unido a proteinas en el plasma y en los tejidos. Las
proteinas plasmaticas fijadoras de THs son la albimina, la transtiretina y la globulina fijadora de
tiroxina (TGB). La fijacion a proteinas por parte de las THs permite mantener una reserva grande de
las hormonas, ademas esta unidon permite que la distribucion sea uniforme y evita la captacion

excesiva por los tejidos mas cercanos (16).

5.4 Modo de accion de las hormonas tiroideas

Una vez que T3 y T4 entran a la célula blanco, la T4 es convertida en T3 por una desiodasa
citoplasmatica tipo [ y II (D1 y D2). T3 difunde al nucleo y se une al receptor de hormona tiroidea
(TR). Estos receptores se unen al DNA en forma de monémeros, homodimeros y heterodimeros con
otros receptores nucleares. Por ejemplo, el TR se puede unir al receptor X retinoide (RXR) y formar
un heterodimero que interactla con un elemento de respuesta a hormona tiroidea (TRE) y que

permite la sintesis de nuevas proteinas regulando la transcripcion génica (17, 18) (ver figura 8).

También se han descrito que existen receptores de THs en la mitocondria y tienen efecto en la
sintesis proteica y metabolismo oxidativo. Ademas, se esta acumulando evidencia de que puede
existir un receptor de membrana para THs y se trata de una integrina; esta podria estar mediando la

interaccion celular con la matriz extracelular (ECM) (6).
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Figura 8. Accion de hormonas tiroideas en las células de sus 6rganos blanco. T4 y T3 son transportadas por
varias proteinas (LAT2, OATP14, MCTS8) y se unen a un receptor de hormona tiroidea (TR) que modifican la
transcripcion y sintesis de proteinas. Otros ligandos, como las tironaminas (TAMs), pueden modular la
actividad celular a través de la union a su receptor acoplado a proteina G (TARR) incrementando la
concentracion intracelular de cAMP. T3 y T4 también pueden interactuar con la region extracelular de una
integrina y desencadenar una cascada de sefializacion a través de PCL y PKC. D1 y D2, desyodasas tipo I y I,
respectivamente; TETRAC, antagonista de T3 en el receptor de membrana.

5.5 Accion biologica de las hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas tienen efecto en diversos tejidos y estimulan una variedad de procesos como
el metabolismo, crecimiento, reproduccion y desarrollo, especialmente del desarrollo del CNS.
Muchos de los efectos de estas hormonas son consecuencia de la estimulacion del consumo de
oxigeno (accion termégena), también intensifican el metabolismo de lipidos, la absorcion de
carbohidratos en los intestinos, asi como la intensificacion de la disociacion de oxigeno de la
hemoglobina. En el corazén aumenta la frecuencia del latido cardiaco, la presion diferencial del

pulso y acorta el tiempo de circulacion (16, 19).
Sin embargo, existen disrupciones en el eje HHT que traen como consecuencia un desequilibrio en

la regulacion del mismo y pueden causar diversas enfermedades, como es el caso del hipotiroidismo

primario.
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6. Hipotiroidismo primario

El hipotiroidismo es una enfermedad que se caracteriza por la disminucién de la funcién hormonal
tiroidea. Esta enfermedad se puede clasificar en hipotiroidismo primario y secundario o central. El
hipotiroidismo primario representa el 99% y es causado por falla en la glandula tiroides. El
hipotiroidismo secundario representa el otro 1% en la que hay deficiencia de TSH debido a

alteraciones en el hipotalamo o la hipofisis (20, 21).

El hipotiroidismo primario es causado por una alteracion en el desarrollo de la tiroides y es
identificado por el aumento en la concentracion de T3 y T4 en el plasma sanguineo seguido por
disminucion de las mismas en los dias posteriores. A la par, existe aumento de la concentracion de

TSH en el plasma sanguineo (21).

El hipotiroidismo primario es la segunda enfermedad end6crina mas frecuente, solo superada por la
diabetes mellitus. A nivel mundial su prevalencia es de 0.1 a 2% y en México es de 1%, es 10 veces
mas frecuente en mujeres que en hombres, y aumenta en un 7-10% en personas mayores a 60 afios.
En el hipotiroidismo subclinico se ha reportado una incidencia de 3-9% a nivel mundial y hasta
20% en mayores de 65 afios. Se reconoce que un factor de riesgo, para el caso de las mujeres, es la
menopuasia. La menopausia y el hipotiroidismo comparten muchos de sus sintomas por lo que es
dificil diferenciarlas o reconocer si una es causa de la otra. Se ha observado que en mujeres con
sintomas de menopausia muestran concentraciones de TSH, T3 y T4 que son irregulares (21, 23,
24)

Los sintomas mas comunes del hipotiroidismo primario incluyen: intolerancia al frio, voz ronca,
piel seca, constipacion, alteracion de la memoria, fatiga, ansiedad y depresion, ademas, en mujeres
embarazadas incrementa el riesgo de aborto, parto prematuro y problemas en el desarrollo del nifio

(22).
Las principales causas del hipotiroidismo primario son: las enfermedades autoinmunes (como la de

Hashimoto), la extraccion de la tiroides total o parcial por medio de cirugia, hereditario, por falta de

iodo en el organismo y por dafio en la misma glandula (21).
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7. Tirotropos

7.1 Actividad eléctrica regulada y espontanea
Las células endocrinas son células excitables, es decir, son células con permeabilidad idnica
dependiente de voltaje, mostrando actividad eléctrica espontanea o en respuesta a un estimulo que

se puede regenerar y propagar (25).

El potencial de membrana de las células endocrinas excitables oscila alrededor del potencial de
reposos de -60mV. Estas fluctuaciones se han relacionado con la generacion de potenciales de
accion (APs) cuando estas oscilaciones alcanzan un valor umbral de -40mV; estos APs llevan el
potencial de membrana a alrededor de +30 mV y lo que sigue es una hiperpolarizacién que alcanza

los valores de -80mV (25).

La capacidad de las células endocrinas de modificar transitoriamente el voltaje de membrana y
generar APs esta dada por los canales i6nicos presentes en la membrana plasmatica: potasio, cloro,
calcio, sodio. La activacion de los canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC) permite la
entrada de calcio a la célula. Los VGCC se dividen en dos grupos, los de bajo voltaje de activacion
(LVA) y los de alto voltaje de activacion (HVA). Los LVA necesitan un bajo umbral de
despolarizacion de la membrana para activarse y su inactivacion es rapida. Los HVA requieren un
umbral de despolarizacion mayor y se inactivan de manera lenta; dentro de los HVA tenemos a los

canales tipo N, P, Q, R y L (25).

De este modo, la elevacion citoplasmatica de calcio intracelular es dependiente de la actividad
eléctrica. Esta elevacion de calcio comunmente se observa como oscilaciones en la concentracion
del mismo, y depende de la entrada de calcio a través de canales idnicos y/o de su liberacion de los

reservorios internos (25).

En tanto que la elevacion de calcio, en el caso de los tirotropos, es dependiente de TRH y esta
relacionada con la secrecion de TSH; la actividad espontanea no desencadena secreciéon hormonal y
por lo tanto se ha sugerido que esta actividad mas bien mantiene a los tirotropos en un estado

responsivo cerca del nivel umbral (25).
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7.2 TSH

La TSH es una hormona glucoproteica compuesta por dos subunidades. La subunidad o estd
compuesta por 92 aminoacidos y es compartida con las gonadotropinas (FSH y LH) que sintetizan
los gonadotropos. La subunidad [ es diferente en gonadotropos y tirotropos y les da la
especificidad bioldgica. En los tirotropos la subunidad B estd compuesta de 110 aminoacidos, y se

empaqueta en pequefias vesiculas secretoras (5).

7.3 TRH
La regulacion de la sintesis y secrecion de TSH en los tirotropos esta dada principalmente por TRH,

un tripéptido (pGlu-His-Pro-NH?2) del hipotalamo que se produce en el nucleo paraventricular (15).

La liberacion de TRH puede ser estimulada por la leptina, la hormona de la saciedad, y una vez en
la sangre, el TRH tiene una vida media de 2 minutos. Las neuronas de TRH proyectan sus axones a
la eminencia media, donde liberan el TRH que es captado por el sistema porta hipotalamo-

hipofisario y de esta forma llevada a los tirotropos en la hipofisis (15).

7.4 Receptor de TRH
El efecto estimulatorio de TRH en los tirotropos se da a través del receptor de TRH tipo 1 (TRHR)
en la membrana plasmatica de los tirotropos. Esta unidn tiene como consecuencia la activacion de

la fosfolipasa C (PLC), movilizacion de calcio y activacion de proteina quinasa C (PKC).

El TRHR es un receptor con siete dominios transmembranales altamente conservados, acoplado a
proteina G (GPCR). Una vez que las células que expresan TRHR son estimuladas, permanecen en
estado refractario a estimulos adicionales (desensibilizacion) hasta que se elimina al agonista, esto
permite que la via de sefializaciéon se recupere (resensibilizacion). Esta sensibilizacion y
resensibilizacion de las células estd regulada principalmente a nivel del receptor aunque la

regulacion interna también es importante (26).

El TRHR es rapidamente fosforilado después de su enlace al agonista. Una vez forforilado, se
recluta la proteina arrestina a la membrana plamatica y luego ambos son internalizados en un
proceso dependiente de clatrina y dinamina. Después de su internalizacion TRHR puede ser
desfosforilado y reciclado, en un proceso en el que intervienen proteinas Rab GTPasas, o degradado

en los lisosomas (véase figura 9) (26).
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La membrana plasmatica es nuevamente repoblada por TRHR en un tiempo medio de 30 minutos,
por receptores que se desfosforilan y retornan a la membrana y mayormente por receptores que se

reclutan de un reservorio perinuclear (26).

Existen trabajos en los que se reporta el posible papel inhibitorio de la TSH en la secrecion de TRH,
mediante un asa de regulacion corta, pero también se ha descrito un asa de regulacion ultracorta al
inhibir la secreciéon de TSH en la hipodfisis. Esta inhibicion en la hipofisis puede ser que esté
mediada por las células foliculo estrelladas pues se han encontrado receptores de TSH en ellas. El
papel de estas asas se desconoce pero podria dar mayor robustez a la regulaciéon del eje y la

generacion de pulsos de secrecion de TSH (27).

7.5 Calcio intracelular y secrecion de TSH

Después de la union de TRH con el receptor, la proteina Gy11 al que esta acoplado, se disocia y la
subunidad a activa a la PCL. La PCL hidroliza al fosfatidilinositol 2,4-bifosfato (PIP») y forma
inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Por una parte IP; y DAG activan la via de la
proteina quinasa C (PKC), que fosforila factores de transcripcion, como Pit-1, que puede activar la
transcripcion de la subunidad beta de TSH (7sh-f); mientras que la sintesis de la subunidad o
depende del factor de transcripcion CREB (cAMP response element-binding, por sus siglas en
inglés). Ademas, DAG incrementa la afinidad del Ca*" durante la exocitosis (15, 25, 28). Véase

figura 10.
El IP; producido se une a su receptor de membrana (IP3;R) en el reticulo endoplasmico (ER) y

permite la liberacion de Ca** al citoplasma, aumentando ripidamente su concentracién y

permitiendo la secrecion de TSH (25).
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Figura 9. Regulacion de la actividad de RTRH en los tirotropos. Después de su respuesta a TRH las RTRH
son rapidamente fosforiladas y unidas a arrestina en la membrana plasmatica. Estos receptores puedes ser
desfosforilados en la membrana plasmatica después de la remocion del agonista o llevados al citoplasma en
vesiculas cubiertas por clatrina (CCV) positivas a Rab5. El complejo arrestina-receptor es llevado a
endosomas ricos en Rab5 y Rab4, una parte de este complejo es llevado a endosomas positivos a Rabl1; otra
parte es desfosforilada y llevada a vesiculas positivas solo a Rab4, estas vesiculas se reciclan lentamente a la
membrana plasmatica. Tomado y modificado de Jones, 2009.

El aumento de la concentracién de calcio intracelular ([Ca®*]i) en los tirotropos es un proceso
bifasico, primero ocurre un pulso o espiga de gran amplitud, luego un decaimiento lento de la
concentracion hasta llegar a una meseta. La primera fase estd dada por el aporte rapido de Ca?*
desde ER y por la apertura de los VGCC tipo L que aportan calcio desde fuera de la célula y que
producen una elevacion sostenida del mismo. La segunda fase de decaimiento lento, es resultado de
la disminucion de la concentracion de IP3, del bombeo de Ca?" fuera de la célula y el agotamiento
en el ER; la meseta que sigue es la reincorporacion de Ca?" desde fuera de la célula y su

reincorporacion al ER (29, 30, 31) (ver figura 10).
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Figura 10. Principales cambios en la movilizacion de calcio durante el estimulo con TRH en los tirotropos y
lactotropos. A. Célula en reposo. B. Iniciacién del pico de la [Ca®*]i por el estimulo de TRH. E11P; permite la
liberacién de Ca®* de los reservorios intracelulares. C. Termina el pico de la [Ca?']i . Declive de la produccion
de IP; y liberacion de Ca®* de los reservorios. E1 Ca?* del citoplasma es bombeado fuera de las células por una
Ca?"-ATPasa de membrana plasmatica (PMCA). Disminuye el influjo de Ca?" hacia el citoplasma (dado por
los canales de calcio dependiente de voltaje (VGCCs)) por la hiperporalizacion de la célula debida a la
activacion de canales de K. D. Meseta de la [Ca®>"]i. La desporalizacion de la membrana inhibe la accién de
los canales de K* y los VGCCs permiten la entrada extracelular de Ca*. Los SOCCs (store-operated Ca*"
channels) incrementan el influjo de Ca?" al citoplasma mientras que los reservorios se agotan. Tomado de
Hinkle et al., 1996.

7.6 Regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-tiroides por T3 y T4
Existe un equilibrio de la cantidad de TSH que es secretado, de tal manera que se mantienen ciertos
niveles de TSH en el organismo para su correcta funcion. Esta regulacion esta dada de manera

positiva por el TRH, como ya se menciono, y de forma negativa por las HTs (15).

La regulacion por HTs se da tanto a nivel hipotalamico como a nivel hipéfisis, disminuyendo los
niveles de TRH y TSH respectivamente. En las neuronas de TRH hipofisiotropicas se expresan
receptores nucleares de THs, principalmente las isoformas TRal, TRB1 y TRB2 que regulan la

expresion génica de TRH. Para la correcta regulacion génica es importante tanto T3 como T4 y
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dado que T4 es mas bien una prehormona, esta tiene que ser convertida a T3 para desempefiar su

funcion, este proceso se realiza en el citoplasma de las neuronas por la desiodasa 2 (D2) (27, 32).

El efecto de las hormonas tiroideas en los tirotropos disminuye la transcripcidon tanto de la
subunidad o como la subunidad  de TSH, pero esta tltima es la que es inhibida mas rapidamente y
de forma completa. La trascripcion de Tsh-f es controlada de manera compleja por las THs e
involucra la regulacion de la trascripcion de los sitios de inicio del gen. Se ha demostrado que el
gen de TSH posee sitios similares a los TREs encontrados en genes que son positivamente
regulados por las hormonas tiroideas (como ya se explico arriba), por lo que esta secuencia parecida
a TRE se ha considerado como el sitio en la que las THs regulan, de manera negativa, la expresion
génica de Tsh-f. Al igual que a nivel hipotalamo, en la hipofisis existen isoformas del receptor de
hormona tiroidea, pero es TRf la que permite una mayor supresion de Tsh. También, en la hipofisis

existen D2 que convierten T4 en T3 pues esta tltima es la que tiene mayor actividad (33, 34, 35).

8. Antecedentes

8.1 Cambios de la hipofisis en el hipotiroidismo primario
Se ha observado que en ratas con hipotiroidismo primario, la produccion de TSH es 15 a 20 veces
mayor que en condiciones normarles y puede deberse al efecto estimulatorio de TRH que no esta

regulado negativamente por la accion de THs (27).

Se sabe que durante el hipotiroidismo primario el peso de la hipofisis aumenta y en los tirotropos se
observa tanto hiperplasia como hipertrofia. También se ha observado que la poblacion de tirotropos
en la adenohipo6fisis incrementa de un 5 por ciento hasta un 30 por ciento de la poblacion total,
mientras que los lactotropos ocupan tan sélo el 3 por ciento y los somatotropos el 15 por ciento.
Contrario a esto ultimo, en experimentos con ratas tiroidectomizadas a las que se les suministro T3
y/o TRH antes de la observacion, mostraron que la mitosis de las células tirotropas, pero también

somatotropos, aumenta y con esto, la poblacion de las mismas (36, 37, 38, 39).
Por otra parte, se ha reportado que los granulos secretores de los tirotropos, en condiciones de

hipotiroidismo primario, disminuyen hasta casi estar ausentes y que este cambio es reversible

cuando se administran HTs (40, 41).
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Quintanar-Stephano y colaboradores demostraron que estos cambios en la adenohipofisis de ratas
con hipotiroidismo primario comienzan a observarse en un tiempo relativamente corto. En su
estudio muestran que la hipertrofia ¢ hiperplasia se dan en un periodo de 15 dias después de la
remocion de la tiroides y que el efecto conjunto de T3 y TRH incrementa la actividad mitogenica de

los tirotropos pero no por separado (39).

8.2 Accion no genomica de la T3

Como ya se describid, las THs regulan la actividad de los tirotropos mediante un efecto genémico
inhibiendo asi la sintesis y liberacion de TSH. Ademas, recientemente se han descrito mecanismos
no genomicos por los que las THs regulan la actividad celular. Esta accion no depende de la

transcripcion y traduccion génica y sucede de manera mas rapida, en minutos o pocas horas (42).

Se sabe que la administracion de T3 a ratas hipotiroideas causa un rapido decremento en los niveles
de TSH en el suero. Este decremento sucede previo al decremento de las subunidades a y f de TSH
en la adenohipofisis. Sumado a esto, durante el periodo en que la TSH disminuye en la circulacion,

la cantidad de TSH en la hipo6fisis no presenta cambios.

Por otra parte, la estimulacion de la respiracion mitocondrial, medida como la tasa de consumo de
oxigeno y la tasa de sintesis de ATP, requiere T3. Ademads, T3 induce cambios en la composicion
de acidos grasos y fosfolipidos en la membrana mitocondrial, afectando la fluidez de la misma. En
condiciones de hipotiroidismo en ratas, se ha observado que la permeabilidad de la membrana

cambia, de tal forma, que existe un exceso en la acumulacion de calcio en las mitocondrias (43).

La T4 permite la conversion de actina soluble en una forma fibrosa, teniendo asi importante
repercusion en el citoesqueleto. En condiciones de hipotiroidismo primario en ratones, en neuronas
y astrocitos existe poco desarrollo del citoesqueleto de actina y cuando se administra T3 a estas
células, la actina comienza a polimerizarse en un tiempo promedio de 20 minutos (44, 45). Existen
trabajos en los que se ha reportado la actividad directa que T3 tiene en las células enddcrinas de la
hipéfisis en ratas con hipotiroidismo primario. De este modo, la T3 induce la polimerizacion de la
actina tanto en somatotropos como en tirotropos. Ademas, estos trabajos mostraron que existe una
diferencia en cuanto a la distribucion de las vesiculas secretoras de hormona después de la
administracion de T3, primero observadas en la periferia, pero después de 30 minutos, disminuyen
en la periferia pero incrementan en la region perinuclear de las células. Lo que llevo a los autores a

sugerir que, en el caso de los somatotropos, T3 induce secrecion y sintesis hormonal, mientras que
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en tirotropos T3 detiene la secrecion de TSH; pero en ambos casos conlleva una reconfiguracion

del citoesqueleto (46, 47, 48).

Por otra parte, pero muy ligado al citoesqueleto, se encuentra el efecto de T3 en la poliadenilacién
del mRNA de TSH B y GH. La poliadenilacion es un proceso en el que se adhiere una cola de
poli(A), formado solo de adenina, al extremo 3" del mRNA y que le da estabilidad a este. En el caso
de mRNA de GH, el T3 tiene un efecto positivo, pues se ha visto que al suministrar T3 a ratas
hipotiroidectomizadas, se da un incremento en el largo de la cola poli(A) del transcrito, asi como su
asociacion al citoesqueleto, con lo que aumenta la estabilidad del mRNA al protegerlo de
ribonucleasas (49). Por otro lado, en condiciones de hipotiroidismo en ratas, la cola poli(A) del
mRNA del TSH 3 es mas larga con respecto a condiciones fisiologicas normales, pero cuando se
administra T3 ésta disminuye y por ende su estabilidad. Tampoco se observa una mayor asociacion
del mRNA con el citoesqueleto cuando se administra T3, con lo que se piensa que el T3 disminuye

la estabilidad del transcrito, contrario a los somatotropos (47).

Con respecto a la accion del THs en la actividad del calcio se conocen estudios hechos en
eritrocitos 0 membrana celular de musculo estriado y cardiomiocitos, los cuales han mostrado que
T3 y T4 incrementan la actividad de la Ca**-ATPasa de la membrana plasmatica, mismo que se
refleja en el incremento del trasporte idnico de la enzima. Mientras que en condiciones de
hipotiroidismo la accion de esta bomba disminuye y como consecuencia existe mayor concentracion

de calcio en el citoplasma de la células (50, 51).

De particular interés es la relacion de T3 con la movilizacion de calcio intracelular. Existen trabajos
de esta relacion como el desarrollado por D’Arezzo y colaboradores, en los que registran los
cambios de calcio intracelular al estimular mioblastos con L-T3. Encontraron que T3 es importante
en la regulacion del pH celular pues estimula la accion del trasportador Na*/H* de la membrana
plasmatica; esta regulacion se da a través de un mecanismo molecular en el que interviene PKC,
MAPK y PCL para la liberacion de calcio intracelular. También cabe destacar que el tiempo
reportado para la accion del T3 después del estimulo es de 100 segundos (véase figura 11) y por lo

tanto es una accion rapida de la hormona (52).
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Figura 11. Efecto de T3 en la actividad de calcio intracelular de mioblastos. Noétese el tiempo que transcurre
después del estimulo con T3 para la elevacion de calcio. Tomado de D’Arezzo et al. 2004.

Otro trabajo, refuerza la evidencia de que las TH tienen una accidon no gendmica que se da en
periodos de tiempo muy cortos, en segundos. El trabajo realizado por Zinman y colaboradores en
cardiomicitos de rata, muestra el efecto que tiene tanto T3 como T4 en la dindmica de calcio
intracelular. Los experimentos muestran que estas THs remueven el calcio del citoplasma liberado
por un estimulo previo. Descartan que la remocion del calcio sea hacia el medio extracelular y
muestran, mediante el uso de bloqueadores de bomba SERCA, que el calcio se reincorpora al
reticulo endoplasmico. Del mismo modo demuestran que las THs no estimulan la acion de las
bombas SERCA directamente sino que su accion estd mediada por CAMKII y PKA, las que
fosforilan SERCA y aumentan su actividad, mismos que ocurren cuando los niveles de cAMP
incrementan. Por ultimo debemos sefalar que en este mismo estudio se demuestra que las THs tiene
la capacidad de modificar el citoesqueleto de las células, los autores describen que los
cardiomiocitos estdn sujetos a un proceso degenerativo del citoesqueleto durante condiciones de

hipoxia, sin embargo, cuando se administran THs el efecto de la hipoxia de revierte (53).

9. Planteamiento del problema

De los ejemplos presentados en los ultimos parrafos debemos sefialar que el efecto que tiene el
hipotiroidismo primario en los tirotropos se conoce de estudios hechos in vitro, con estudios de
inmunohistoquimica y células en cultivo. Se sabe que la T3 tiene efectos rapidos en la fisiologia de
las células y que no es genomico. Estos efectos involucran, directa o indirectamente, la

participacion del calcio intracelular. En este sentido, la T3 podria estar estimulando el incremento
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de calcio intracelular, en los primeros minutos de accion, para producir el rearreglo del
citoesqueleto y la configuracion espacial de las vesiculas secretoras en el caso de las células
endocrinas (incluyendo la maquinaria involucrada, por ejemplo, la miosina), a pesar del efecto
inhibitorio en la secrecion hormonal que tiene a largo plazo y que como consecuencia no habria

liberacion de calcio.

A la fecha, se desconoce el patron de respuesta de calcio intracelular de los tirotropos cuando se da
un estimulo de T3 y TRH bajo el efecto del hipotiroidismo y los procesos en torno a esta respuesta,
como son la expresion de canales de calcio y receptores y de la condicién hormonal de los
tirotropos bajo condiciones organotipicas como son las rebanadas de tejido. Por lo tanto, este
trabajo busca caracterizar los patrones de movilizacion de calcio en tirotropos ante en estimulo de
TRH y T3 en condiciones de hipotiroidismo primario, asi como el cambio en el nimero de células

que representan los tirotropos en esta condicion.
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I1. HIPOTESIS

En ratas con hipotiroidismo primario, los tirotropos presentaran una dinamica del calcio intracelular

aumentada, mayor movilizacion de calcio intracelular, en la respuesta a los estimulos de T3 y TRH.

111.OBJETIVO

1. Objetivo general

Caracterizar los posibles cambios en los patrones de calcio intracelular de tirotropos de rata Wistar

con hipotiroidismo primario, ante un estimulo de TRH y T3.

2. Objetivos particulares

Determinar el cambio en el porcentaje de células que representan los tirotropos en la hipofisis bajo

condiciones de hipotiroidismo primario.

Determinar los patrones de calcio intracelular en rebanadas de hipofisis de rata Wistar con

hipotiroidismo, en condiciones basales y bajo el estimulo de TRH y T3.

Comparar los posibles cambios en la actividad de calcio intracelular, con el estimulo de TRH y T3,

en tres etapas de hipotiroidismo primario (7, 14 y 21 dias después).
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IV.MATERIALES Y METODO

1. Animales de estudio

Para responder este planteamiento, se realizaron experimentos en los que se usaron ratas Wistar de
dos meses de edad, pues en esta etapa ya han alcanzado la madurez sexual y se pueden considerar
adultos. Estos animales fueron mantenidos en el bioterio de la Facultad de Ciencias con alimento y
agua ad libitum en periodos 12/12 horas de luz-obscuridad. Todos los procedimientos fueron
realizados siguiendo la Norma oficial mexicana 062-z00-1999 de especificaciones técnicas para la

reproduccion, cuidado y uso de animales de laboratorio.

Estos experimentos se realizaran con el niimero minimo de animales pero de tal manera que los
resultados pudieran tener validez estadistica. Los procedimientos se realizaron evitando o
reduciendo al minimo la incomodidad, el sufrimiento o el dolor de los animales y para el caso de las
cirugias y el sacrificio, se realizaron bajo anestesia y/o analgésicos. El nimero de animales
requeridos por condicion se realizd con el calculo del tamafio de la muestra para estimar la

diferencia de medias.

Se registro la actividad de [Ca?*]i en hipofisis de rata macho con hipotiroidismo primario (TX) de
7, 14 y 21 dias de edad con los respectivos grupos control; cuatro ratas para cada condiciéon en

ambos casos (n=4) como se describe enseguida.

2. Condicion experimental

2.1 Grupo control
A las ratas de este grupo (n=12) se mantuvieron en las condiciones anteriormente descritas y no se

realizd ninguna intervencion hasta el momento del registro de calcio de la glandula hipoéfisis.

2.2 Grupo sometido a tiroidectomia
Una vez cumplidos los dos meses de edad, a 12 ratas se les realizd una tiroidectomia total. Esta
cirugia se llevd a cabo en condiciones asépticas y bajo anestesia, en la que se us6 una combinacion

de ketamina y xilacina (60 y 40%, respectivamente). La inyeccion del anestésico se hizo via
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intraperitoneal. Se inyectaron 0.25mL del anestésico por cada 250g del peso. La intervencion se
realizd colocando a la rata en una cama quirtrgica y haciendo una incision a lo largo del cuello,
moviendo grasa y musculo lateralmente de tal modo que la traquea quedara al descubierto para
después extirpar la tiroides. Durante y después de la cirugia se mantuvieron a los animales en una
cama térmica para evitar hipotermia hasta que recobraron la capacidad de movimiento. Se

administré como analgésico Flunixin de meglumine 2.5mg/Kg SC al término de la cirugia.

Durante los dias siguientes a la cirugia y hasta que se realizaron los experimentos a estas ratas se les
administr6é via oral lactato de calcio (2 g/1L) en el agua para evitar convulsiones tetanicas por la

falta de calcio.

3. Obtencidn de la glandula hipdfisis y rebanadas

Para la obtencion de la glandula hipofisis, tanto de los grupos control como TX, el sacrificio de las
ratas se hizo por decapitacion con una guillotina, previa anestesia intraperitoneal de pentobarbital
sodico, de 0.4 a 0.45mL para cada rata. Después se removid el cerebro para dejar expuesta la
hipéfisis y poder extraerla cuidadosamente. Una vez obtenida, la hipofisis fue embebida en agar de
alto punto de fusion al 3% (Invitrogen, Eugene Or, USA) preparado con solucion fisiologica ACSF
(Con pH 7.4 y concentracion mM: NaCl 118, KCI 3, HEPES 0.9, NaHCOs 2.5, glucosa 11, CaCl,
2.5, MgCl, 2.4).

Cuando el agar estuvo solidificado se realizaron cortes de la glandula en ACSF ftria, en sentido
antero-posterior usando un vibratomo (Leica VT1000S). Se realizaron cortes de 130um de grosor
las cuales se mantuvieron en ACSF para obtener una rebanada de la region ventral de la hipofisis

para el posterior registro del calcio intracelular.

4. Registros de la actividad de calcio intracelular

Las rebanadas de hipofisis obtenidas se incubaron en oscuridad con 22pM del sensor
intensiométrico de calcio acetoximetil de Fluo-4 (Fluo-4AM) (Invotrogen, Eugene, Or, USA) en

0.1% de dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma, St Louis MO, USA) con 0.5% de acido plurénico F-
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127 (Sigma, St Louis MO, USA) en ImL de ACSF durante 30 minutos en una incubadora a 37°C,
95% 02y 5% COa.

Terminada ésta incubacion, se retird la solucion con Fluo-4 y se hicieron tres lavados rapidos, luego
se reemplazo con nueva ACSF para después hacer una segunda incubacion con lectina (Rhodamine
ricinus communis agglutinin I) durante 5 minutos para marcar la vasculatura (10puL de lectina en
200uL de ACSF). La lectina usada marca especificamente la B-galactosa que se encuentra en el

endotelio de la vasculatura.

El montaje de la hipofisis se hizo sobre una camara de registro de plexiglas, previamente tratada
con poly-L-lisina al 30% (Sigma, St Louis MO, USA), donde se mantuvo en perfusion constante de
ImL/min de ACSF a temperatura ambiente. La camara ya con el tejido se coloco en la platina de un
microscopio estereoscopico de fluorescencia (Leica M205FA) con objetivo Plan APO 2.0X. La
excitacion del fluoréforo se realizé con una lampara de mercurio, se filtr6 la luz emitida a 488nm
de longitud de onda con la que se excit6 al flour6foro, y se registrd el haz de luz emitido por el
tejido a una longitud de 510nm. La adquisicion de las imagenes se realizo con una camara CCD
acoplada al microscopio y se registraron secuencias de 800 imagenes, cada imagen fue tomada a

200ms de exposicion en intervalos de 100ms con ayuda del programa Micromanager version 1.4.20.

Para cada rebanada de hipo6fisis se realizo, primero un registro de la actividad basal de las células,
siempre bajo la perfusion de ACSF. El segundo registro fue hecho con el estimulo de TRH para
identificar a las células que respondieron a TRH que sabemos que son lactotropos y tirotropos. En
este paso, el registro comenzo con la actividad basal de la célula en ACSF durante los primeros 10
segundos y luego la ACSF fue cambiada por la hormona TRH (10nM preparada en ACSF) durante
30 segundos, después de este estimulo se regreso a la solucion ASCF durante el resto del registro.
Terminado el registro se contaron 15 minutos de lavado del tejido bajo la perfusion de ACSF. El
tercer registro se realizo con el estimulo de T3 (10nM), también preparado en ACSF, siguiendo el
procedimiento del segundo registro: 10s basal, 30s hormona, el resto con ACSF. Y esta vez y para

los siguientes registros, el tiempo del lavado fue de tres minutos
El cuarto, quinto y sexto registro se hizo con los estimulos de TRH 10nm + DA1uM, T3 20nM y

alto potasio (En mM y pH 7.4: 50 KCI, 120 NaCl, 10 HEPES y 2 CaCl,) (véase la figura 12).

TRH+DA para diferenciar a lactotropos de tirotropos y alto potasio para determinar la viabilidad
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celular. Terminado el registro se tomaron imagenes de la vasculatura utilizando un filtro de

excitacion de 510nm de longitud de onda y 575nm de emision.

Figura 12. Protocolo de registro de la actividad de calcio intracelular. Se muestra el orden y el tiempo en el
que se tomaron las peliculas de los registros de calcio tanto de la actividad basal como del estimulo hormonal
y alto potasio.

5. Procesamiento de iméagenes y analisis estadistico

Se usaron tres programas para el procesamiento de la secuencia de imagenes obtenidas: Image J,
Igor Pro y Python. Con Image J se realizd una seleccion manual de las células que respondieron a
alto potasio, tomando a estas células como el 100 por cien, para después obtener un porcentaje de
tirotropos. Con este programa se transformaron los datos digitales de cambios de calcio intracelular

vistos como intensidad de fluorescencia a datos numéricos.

Estos datos numéricos fueron graficados en el programa Igor Pro donde, por medio de una rutina
semiautomatica descrita por el Dr. Pierre Fontaneaud (Institute of functional Genomics,
Montpellier, Francia), se aplicé una funciéon dF= F-F, para restar la fluorescencia de fondo a la
secuencia de imagenes y corregir los datos. Los datos luego se sometieron a otra rutina, descrita por
el Dr. Leon Islas (Facultad de Medicina, UNAM), para poder visualizar a través de una grafica la
respuesta de cada célula (cambio en [Ca?+]i visto como intensidad de fluorescencia), discernir la
actividad basal de la producida por la hormona asi como observar la amplitud de respuesta de cada

células en el tiempo.

Para el analisis del cambio en la actividad de calcio intracelular, bajo el estimulo de TRH y T3, en
el hipotiroidismo primario, se midi6 el area bajo la curva del cambio en la intensidad de
fluorescencia. El area bajo la curva fue calculada con el programa Python 3.5.2 con un algoritmo

desarrollado por Ana Aquiles, estudiante del laboratorio de Neuroendocrinologia, Facultad de
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Ciencias, UNAM. Los datos de area bajo la curva asi como el resto del analisis estadistico se
hicieron realizando una prueba ANOVA de una via y t de student en el programa GraphPad Pris

V5.
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V. RESULTADOS

Con la finalidad de establecer las posibles diferencias en algunos procesos celulares como la activad
de calcio intracelular, ligada a la secrecion hormonal, que ocurren bajo condiciones de
hipotiroidismo primario, se realizd el registro de la actividad de calcio intracelular, empleando
microscopia de florescencia y el sensor intensiométrico Fluo-4AM. Esto nos permitio registrar la
respuesta de células individuales en un contexto poblacional, en un sentido espacial y temporal, sin
comprometer la organizacion del mismo y las posibles relaciones intercelulares, pues en esta

preparacion, se mantuvieron las condiciones tisulares al emplearse rebanadas de hipofisis.

En la figura 13 se muestra una seccion del tejido de hipofisis en la que se registrd la actividad de
[Ca®"]i. Se muestra la actividad celular basal de [Ca?*]i asi como de su actividad bajo el estimulo de
alto potasio. El aumento en la intensidad de flourescencia (F-Fo) es indicador de que el calcio
intracelular aumenta (comparese la actividad celular basal con la actividad bajo el estimulo de

potasio de la figura 13).

La viabilidad celular se evalu6 con el estimulo de alto potasio, que produce una despolarizacion de
la membrana plasmaética y con ello la apertura de los canales de calcio dependientes de voltaje. Para
el analisis, solamente se consideraron a aquellas células que respondieron a este estimulo. El
marcaje (véase figura 13) se realizd tomando en cuenta a las células que respondieron a alto potasio
y el porcentaje de tirotropos se calculé tomando este valor como el 100%, como se detallard mas

adelante.

Figura 13. Actividad de [Ca®']i en estado basal y bajo el estimulo de alto potasio. A. Se muestra la
fluorescencia observada en una imagen de las células con actividad basal de calcio. B. Imagen de intensidad
de fluorescencia, en donde se muestra la actividad de calcio observada con el estimulo de alto potasio
(140nM). A y B representan la misma seccion del tejido. Los circulos amarillos muestran ejemplos del
marcaje que se hizo de las células en el tratamiento con alto potasio. Notese el cambio en la intensidad de
flourescencia registrado con alto potasio con respecto a la actividad basal.
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El siguiente paso consistié en identificar y contar el nimero de células que respondieron a TRH
10nM y que fueron tirotropos o lactotropos. Pues como se indicé anteriormente, tanto tirotropos
como lactotropos responden a TRH y tienen un patron muy similar de respuesta de calcio
inracelular (figura 14). Para realizar esta seleccion se identifico la respuesta a TRH 10nM con DA
S5uM, dado que la respuesta de calcio intracelular de los lactotropos es inhibida o disminuida por la
DA, con esta combinacion solo los tirotropos presentan elevacion del [Ca?*]i notable (ver figura 14
y 18A y B). El la figura 14B se muestra un ejemplo de un lactotropo en la que la movilizacion de
calcio intracelular esta totalmente inhibida. En la figura 14C y 14D se muestran dos ejemplos de
lactoropos en la que la movilizacion de calcio esta disminuida pero no inhibida por completo. Esto
ultimo debido a que el papel inhibitorio de DA se da principalmente en los VGCC pero no
necesariamente en la salida de calcio de los reservorios, que representa la primera fase de la
movilizacidn de calcio, como se explico en la introduccion. El contéo celular se hizo manualmente

con tres repeticiones para cada uno.

De esta forma se calculo el porcentaje de tirotropos en la hip6fisis y se pudo indentificar el cambio
del mismo en diferentes estados del hipotiroidismo (tabla 2). Primero, se encontré que en
condiciones fisiologicas normales, el porcentaje de tirotropos no cambia significativamente (p >
0.05) representando alrededor del 13 £ 2 por ciento de la poblacion total (figura 15). Sin embargo,
la proporciéon de tirotropos de las ratas sometidas a tiroidectomia total, si aumenta
significativamente (p < 0.05), de tal forma que en esta condicion representan hasta el 38.51 =+ 4.47
por ciento del total celular (figura 15). Esta proporcion se observa a los siete dias siguientes a la

tiroidectomia y se mantiane durante los posteriores 14 y 21.

Estos mismos experimentos nos permitieron conocer el cambio en el nimero de lactotropos en la
hipofisis. Del mismo modo que con los tirotropos, se encontrd que entre los grupos control, el
porcentaje de lactotropos no cambid significativamente (p > 0.05) representando alrededor del
19.73 £ 2.59 por ciento de la poblacion celular total (Ver tabla 3 y figura 16). Sin embargo, en las
ratas tiroidectomizadas el porcentaje de lactotropos se reduce significativamente (p < 0.05) con
respecto al grupo control, llegando a representar el 3.44 + 1.63 por ciento del total durante los dias

posteriores a la extirpacion de la tiroides.
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Figura 14. Identificacion de tirotropos y lactotropos. Se muestran algunos ejemplos representativos de la
respuesta de tirotropos y lactotropos a TRH 10 nM asi como de los patrones oberservados de la respuesta a
TRH 10nM + DA 5uM en las mismas células. A, tirotropo. B, C y D, lactotropos. Cabe sefialar que la
respuesta de los lactotropos a TRH + DA no es exactamente nula, sino que en algunas células se observa una
pequefia elevacion de [Ca®']i. Las flechas indican el tiempo del registré en el que se dio el estimulo hormonal
durante 30 segundos.
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Tabla 2. Porcentaje de células que responden a TRH y son consideradas como tirotropos

Dia Control Tx

7 15.52 43.53
14 10.69 34.97
21 13.14 37.02

Porcentaje de tirotropos que responden a TRH 10nM de ratas en condiciones fisiologicas normales y cuando
se realizaron tiroidectomias. Los dias indican el tiempo post operatorio (7, 14 o 21 dias depués de la
tiroidectimizacion). Tx indica tiroidectomizacion.
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Figura 15. Cambios en el porcentaje celular que son tirotropos como consecuencia de las tiroidectomias. Se
observa que el porcentaje de tirotropos en ratas tiroidectomizadas es mayor en los dias posteriores a la cirugia
(7, 14 y 21). C se refiere al grupo control y Tx indica tiroidectomizacion. Las letras sobre las barras indican
diferencias significativas a un a=0.05.

Por otro lado, durante la extraccion de las hipofisis de las ratas se notaréon cambios morfologicos y
en la consistencia de la misma. El primero de ellos, es el color de la glandula, este se observo rojo
en las glandulas de las ratas tiroidectomizadas con respecto a las glandulas del grupo control que
mas bien fue rosado. El segundo se observo al hacer los cortes de la glandula en el vibratomo, pues
ésta pierde cierta consistencia que los grupo control si poseen. Estas dos caracteristicas apuntaban a
que se dieron cambios en las caracteristicas de la vasculatura de la glandula en las ratas sometidas a
tiroidectomia. De esta forma se realizo un marcaje especifico de la vasculatura de cada hipoéfisis con
lectina (Rhodamine ricinus communis agglutinin I) para observar posibles cambios y que se

muestra en la figura 17.
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Tabla 3. Porcentaje de células que responden a TRH y son consideradas como lactotropos
Dia Control X
7 21.62 5.23
14 16.78 2.05
21 20.79 3.04

Porcentaje de lactotropos que responden a TRH 10nM de ratas en condiciones normales y cuando se
realizaron tiroidectomias. Los dias indican el tiempo post operatorio, 7, 14 o 21 dias después de la
tiroidectimizacion. Tx indica tiroidectomizacion.
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Figura 16. Cambios en el porcentaje celular que son lactotropos como consecuencia de las tiroidectomias. Se
observa que el porcentaje de lactotropos en ratas tiroidectomizadas es mayor en los dias posteriores a la
cirugia (7, 14 y 21). Tx indica tiroidectomizacion. Las letras sobre las barras indican diferencias significativas
a un a=0.05.

Con respecto a la respuesta de los tirotropos a la hormona tiroidea T3 se realizaron dos registros de
[Ca*"]i para cada rebanada, con dos dosis diferentes de T3, el primero a 10nM de la hormona y el
segundo a 20nM. Sin embargo no se observé ninguna elevacion de [Ca?']i en las células durante los
primeros 3 minutos y 30 segundos después del estimulo (véase figura 18). Esto se corrobord
midiendo el area bajo la curva del cambio en la intensidad de fluorescencia de los tratamientos de
T3 con el area bajo la curva de la actividad basal. El resultado de esta comparacion muestra que el
area bajo la curva de la actividad basal no es significativamente diferente (p > 0.05) y por la tanto

no existe una elevacion del [Ca?']i ante el estimulo de T3 durante ese lapso de tiempo.
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Figura 17. Vasculatura de la glandula hip6fisis y su relacion estructual con las células. A. Se observa la region
del 16bulo anterior de la hip6fisis de una rata en condiciones normales. B. Lobulo anterior de una hipofisis de
rata sometida a tiroidectomia (Tx21). En rojo se observa la vasculatura de la glandula y en verde todas las
células que incorporaron Fluo-4AM.
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Figura 18. Cambio en la intensidad de flourescencia de las células bajo diferenes estimulos. Las flechas
indican el tiempo del registré en el que se dio el estimulo hormonal. A y B muestran los cambios en la
intensidad de flourescencia de alrededor de 400 tirotropos para una rata control (A) y una rata
tiroidectomizada de 14 dias. Cada linea representa una célula en el tiempo. Notese que cuando se estimula con
TRH Ila intensidad de flourescencia aumenta, no asi durante el estimulo de T3. Se muestran dos dosis de T3
(10nM primero y el segundo de 20nM). Tambien se observa que en Tx la cantidad de células que responden a
TRH+DA es mayor que en la condicién control, lo cual indica que el nimero de tirotropos es mayor. C y D,
muestran la respuesta caracteristica de los tirotropos a las hormonas (C, condicion control; D, TX14). Notese
que la respuesta a TRH de los tirotropos en TX14 muestra mayor intensidad de flourescencia y que indica
mayor movilizacion de la [Ca?*]i. Las flechas indican el tiempo del registro en el que se dio el estimulo
hormonal durante 30 segundos.

Para responder si existe un cambio en el patron de elevacion de [Ca?']i de los tirotropos ante el
estimulo de TRH en condiciones de hipotiroidismo, se realizé un prueba en la que se midio el area
bajo la curva del cambio en la intensidad de fluorescencia de los tirotropos en el periodo que fueron
estimulados con TRH 10nM. Para esto se tomaron al azar 30 tirotropos de cada grupo
postoperatorio, se obtuvo el area bajo la curva de su respuesta al estimulo con TRH 10nM y para
analizar posibles diferencias los resultados se sometieron a una prueba ANOVA de una via. De esta

prueba se encontr6 que la cantidad de [Ca?']i presente durante el estimulo de TRH, es mayor en las
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ratas tiroidectomizadas que en el grupo control (véase figura 18C y D). Se encontraron diferencias
significativas (p < 0.05) para 7 (4.420 £ 0.8665 para el grupo control y 8.556 + 1.468 para Tx) y 21
(5485 = 0.9961 para el grupo control y 13.75 + 1.707 para Tx) dias después de Ia
tiroidectomizacion, pero no para 14 dias (7.898 + 1.161 para el grupo control y 9.953 + 1.332 para
Tx).

Por otro lado se observo que en la mayoria de los casos, la movilizacion de [Ca?*]i de los tirotropos
por TRH es menor durante el segundo estimulo (el de TRH+DA) que en el primero. Este patron se
observa tanto en los grupos tiroidectomizados como en los grupos control (ver figura 18). Para
saber si este cambio es estadisticamente significativo, se compararon las areas bajo la curva de los
dos estimulos de TRH para cada tirotropo. Se tom6 una muestra de treinta tirotropos al azar de los
grupos control y tiroidectomizados, para obtener el area bajo la curva de los mismo cuando fueron
estimulados con TRH y TRH + DA. Se realiz6 una prueba t de student de comparacion pareada del
area bajo la curva para cada célula. De esto se obtuvo que, el drea bajo la curva de la respuesta a
TRH del primer estimulo es significativamente mayor (p < 0.05) que el segundo y es cierto durante

los 7, 14 y 21 dias postoperatorios asi como de sus grupos control.

Para probar si este proceso se debid a la desensibilizacion del receptor o a una accion de T3, se
realiz6 un registro como el que se escribid en la metodologia, pero sin la estimulacion con T3. Se
seleccionaron 30 tirotropos al azar y se obtuvo el area bajo la curva de la intensidad de
fluorescencia del estimulo de TRH y TRH + DA. Se hizo una comparacion t de student pareada
para saber si existen diferencias en el area bajo la curva. Con esta prueba no se obtuvieron
diferencias significativas en las dos respuestas de TRH, por lo que comprobamos que el tiempo
trascurrido en el registro entre los dos estimulos de TRH es suficiente para la resensibilizacion del
receptor de TRH (p > 0.05). De tal forma que el cambio en la elevacion de [Ca®*]i pudiera deberse

al efecto de la T3.

Por ultimo se realizo una prueba en la que se hizo un registro de la actividad de calcio durante 15
minutos con el estimulo de T3 10nM por 30 segundos para conocer si la movilizacion de calcio, que
esperabamos sucediera en los primeros minutos, sucede en un tiempo posterior. Se encontrd que

durante los 15 minutos de registro, no se dio ningin aumento del [Ca®']i.
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V1. DISCUSION

Este trabajo nos permitid caracterizar distintos procesos celulares de la hipofisis en una condicion
fisiologica que compromete el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides. El mas relevante, por ser el
objetivo de este trabajo, es el cambio en el patron de la actividad de [Ca?*]i de los tirotropos ante €l

estimulo de TRH y T3.

El aumento en la poblacion de tirotropos durante el hipotiroidismo primario encontrados en este
trabajo concuerda con trabajos previos realizados en cultivo celular de hipofisis de rata. Sin
embargo, los porcentajes cambian, pues se ha reportado hasta un 30% en esta condicion fisiologica
(37, 54). En este trabajo reportamos 38.51 por cien. Esta diferencia puede deberse a la pérdida de
las condiciones organotipicas en el cultivo celular ya que se pierden las interacciones entre las
células endocrinas asi como con células de las que se ha destacado su papel regulatorio en la
hipofisis (14, 54, 55). Los experimentos de este trabajo permitieron obtener resultados directamente
de la hipofisis y de esta forma se mantuvieron las interacciones entre células enddcrinas, con las

células no endocrinas y con la vasculatura.

Otra razon de esta diferencia podemos adjudicarla a la caracteristica multirresponsiva de las células
enddcrinas de la hipofisis. La multirresponsividad de una célula consiste en que puede responder a
mas de un secretagogo, por ejemplo un somatotropo puede responder a GHRH (como de por si
esperariamos) y a TRH, de tal forma que también produce movilizacion de [Ca?*]i. Sin embargo, se
ha reportado de la multirresponsividad de los tirotropos no es alta y es mucho menor en el

hipotiroidismo (54, 56).

Confirmamos que en la condicién de hipotiroidismo primario, se da un cambio en el patron de
movilizacion de [Ca®']i de los tirotropos, ante el estimulo de TRH 10nM. Este cambio no solo se da
en la cantidad de calcio que se moviliza en el citoplasma de los tirotropos, sino ademas, en el patron
que sigue esta movilizacion. En condiciones normales, como se describié en la introduccion, la
respuesta a TRH se caracteriza por una subida rapida de calcio seguida por una bajada lenta hasta
llegar a una meseta. Encontramos que en tirotropos de ratas tiroidectomizadas se observa la primera
subida pero en este caso no es seguido inmediatamente por el decaimiento lento, sino que se
mantiene por mas tiempo y luego decae. Dado que las dos fases de la subida de calcio estan
asociadas a secrecion, podemos pensar que durante el hipotiroidismo la secrecion de TSH es mayor

que en condiciones fisiologicas normales. La movilizacion de calcio sostenida observada depende
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de todos los aspectos que componen la via de sefalizacion para la liberacion del mismo: de la
cantidad de receptores de TRH, de los receptores de IP; en el reticulo endoplasmico, de las bombas
que reincorporan el calcio al reticulo o sacan al espacio extracelular, asi como de los VGCC, por lo

que podriamos especular que la expresion de alguno o todos estos elementos se modificada.

Con respecto a la accion de T3 en los tirotropos la hipotesis fue que el estimulo con esta hormona
movilizaria [Ca®']i y ademas esta movilizacion seria diferente en condiciones de hipotiroidismo
primario. Los experimentos realizados en este trabajo muestran que en los tirotropos no se da una
movilizacidon de calcio importante en los primeros tres minutos y medio después del estimulo con
T3 (10 y 20nM), esto es cierto para condiciones fisioldogicas normales y para hipotiroidismo
primario. Tampoco se observd movilizacion de calcio, por accion de T3, durante los primeros 15

minutos después del estimulo.

La participacion del calcio en la conformacion del citoesqueleto, asi como el efecto reportado en la
literatura del T3 en la reconfiguracion del mismo, nos llevo a pensar que el estimulo del T3 en los
tirotropos aumentaria la [Ca?*]i en los primeros minutos después del estimulo. El hecho de que no
se observara ningin cambio en este trabajo podria deberse a que la cantidad de calcio intracelular
necesaria para el cambio en el citoesqueleto es minima y con esto, la [Ca®*]i en la actividad basal de

las células puede ser suficiente.

En el trabajo de D’ Arezzo y colaboradores reportan que el estimulo de T3 en los mioblastos permite
un pico de elevacion de [Ca*']i durante los primeros 100 segundos después del estimulo. Este
proceso en los mioblastos responde a un mecanismo para regular el pH celular de tal modo que se
da una activacion del trasportador Na*/H* a través de calcio (48). Sin embargo, este mecanismo
podria no estar presente en los tirotropos, y en cambio existir otros. Llegados a este punto debemos
resaltar la divergencia de los mecanismos de accidon de las hormonas tiroideas dependiendo del tipo
celular asi como dentro de la célula. De este modo el mecanismo de accion es diferente en la
mitocondria y en el nucleo de una célula (19, 43). Otro ejemplo, en los grupos celulares de la
hipofisis lo representan la accion opuesta que se ha reportado de la accion de T3 en los
somatotropos y en los tirotropos, en los primeros T3 estimula la secrecion hormonal y en los

segundos la inhibe (46, 47, 48).

La observacion de que la movilizacion de calcio intracelular fue menor durante el segundo estimulo

de TRH en los tirotropos llevo a pensar dos posibles procesos que lo describieran. El primero, fue el
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de la desensibilizacion del receptor de TRH, que sucede por el estimulo con TRH y que requiere un
periodo de tiempo para su resensibilizacion. El segundo, fue un mecanismo por el que T3 pudiera
estar inhibiendo o disminuyendo la movilizaciéon de calcio, producida por TRH, de manera

inmediata.

El posible papel de la desensibilizacion del receptor de TRH se descartd al hacer registros de calcio
con estimulos de TRH, con el tiempo descrito en la metodologia pero sin estimulos de T3 (ver
figura 12). De este experimento se concluyd que los cambios de la movilizacion de calcio entre los
dos estimulos de TRH no se deben a la desensibilizacion del receptor porque la cantidad de calcio
movilizado se mantiene en el segundo estimulo. De este modo, es posible que T3 pueda estar
mediando la cantidad de calcio que se puede movilizar al citoplasma en los tirotropos, regulando la
cantidad de tirotropina que estos puedan secretar a corto plazo (48). Esta aseveracion concuerda con
el experimento realizado por Zinman y colaboradores en cardiomiocitos de rata, en los que
mostraron que T3 permite la remocion del calcio intracelular (como consecuencia de un estimulo

previo) a través de la activacion de las bombas SERCA (53).

Para conocer si T3 tiene un efecto directo en la via de sefializacion que desencadena el TRH en las
células se podria realizar un experimento siguiendo el protocolo de este trabajo, en el que se
estimule al tejido primero con T3 y en seguida con TRH. De tal forma que si T3 tiene un efecto

directo y rapido en la respuesta de los tirotropos a TRH, ésta no se observaria o estaria disminuida.

La disminucion en la multiresponsividad de los tirotropos en condiciones de hipotiroidismo
primario reportados en la literatura, sumado al cambio en la movilizacion de [Ca?']i por TRH en
condiciones de hipotiroidismo reportados en este trabajo, nos abre una puerta al por qué de estos
cambios observados en la hip6fisis. Estas caracteristicas parecen parte de un proceso sinérgico que
realiza la hipofisis para mantener los niveles basales de hormonas tiroideas en el organismo durante
el hipotiroidismo, del tal forma que incrementa la secrecion hormonal de TSH. Este incremento se
da por una parte por el aumento en la cantidad y tamafio de los tirotropos (38, 39). Pero ademas, por
el aumento en la secrecion de cada célula en si. Esto ultimo lo corrobora el presente trabajo, ya que
como se demostro, la cantidad de [Ca®']i que se moviliza durante el estimulo con TRH en ratas con
hipotiroidismo primario, incrementa significativamente. En este sentido, la elevacion del TSH en el
plasma sanguineo no solo se da porque se pierde el mecanismo que permite su degradacion sino

porque incrementa la secrecion del mismo en esta condicion fisioldgica.
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Este trabajo permitid6 comprender diversos cambios que existen en los tirotropos. Pero también
mostrd que a la par, suceden cambios en todo el contexto de la hipofisis, desde la vasculatura hasta
otros grupos celulares enddcrinos. Se habia demostrado que mientras el nimero de tirotropos
aumenta en el hipotiroidismo primario, otros tipos celulares disminuyen su nimero como en el caso
de los somatotropos (37). Aqui se mostré que los lactotropos son otro grupo celular que se ve
afectado en cuanto al nimero de células que lo componen. De esto surgen preguntas de como el
hipotiroidismo primario estd afectando otros ejes neuroendocrinos y procesos fisioldgicos como la

lactancia o la reproduccion.

Pues la prolactina, que es sintetizada y liberada por los lactotropos, tiene diversas funciones en el
organismo ademas de la lactancia. En las goénadas, por ejemplo, inhibe la esteroidogénesis y
estimula la sintesis de receptores para gonadotropinas. En el pancreas, estimula la proliferacion
celular y aumenta la actividad de las células B para la secrecion d insulina. En la prostata promueve
el aumento de receptores de androgenos. En el rifidn, intestino y placenta, regula el equilibrio de
aguay electrolitos. Ademads regula la funcion del sistema inmunologico, estimulando por ejemplo la
proliferacion de linfocitos o la diferenciacion de monocitos. Dado que durante el hipotiroidismo
primario se observd que el porcentaje de lactotropos en la hipofisis en menor, esto podria estar
afectando la cantidad de prolactina que es secretada y por lo tanto tener efecto en los mecanismos
de regulacion en los que participa. Con esto, el hipotiroidismo primario pude estar afectando en

paralelo otras funciones de organismo (57,58).

Por ultimo se encontrd que existen cambios morfoldgicos en la glandula dados por el hipotiroidismo
primario relacionados al color y consistencia de la glandula. El color rojo de la glandula se debe a la
vascularizacion, en la que en condiciones de hipotiroidismo es mayor. Se ha reportado el papel de
las hormonas tiroideas en la angiogénesis y caracteristicas de la vasculatura. La accién de hormonas
tiroideas comprende la reduccion en la resistencia de la vasculatura que tiene como consecuencia
cambio en la presion sanguinea, incremento en la masa de los capilares, asi como efecto en la
formacion de vasos. Se ha observado disminucion en la complejidad y densidad de vasos
sanguineos en el cerebro de rata como consecuencia de hipotiroidismo primario. Estos procesos de
las hormonas tiroideas se dan directamente en el ntcleo regulando la actividad de diferentes
factores de transcripcion. Pero también mediante un receptor de membrana, se destaca la accion de
la integrina avp3 como mediador de la trascripcion génica y su interaccion, por otra parte, con la

matriz extracelular (59).
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VIlI. CONCLUSION

En conclusion este trabajo mostré que, como consecuencia del hipotiroidismo primario, se
presentan cambios en las propiedades celulares de la hipofisis. Se encontréo que lo tirotropos,
presentan cambios en los patrones de movilizacion de calcio intracelular en respuesta a TRH y que
esté esta relacionado a una mayor secrecion hormonal. No se encontr6 que la T3 aumente la [Ca®']i
en los primeros tres minutos y medio después del estimulo. Contrario a esto, la T3 podria estar
regulando la cantidad de calcio que puede movilizarse en el citoplasma, de tal forma que disminuye
la movilizacion de calcio producida por TRH. Este efecto puede ser un mecanismo mediante el cual
T3 disminuye la cantidad de TSH que las tirotropos pueden secretar a través de la cantidad de calcio
intracelular que se moviliza. Sumado a esto, encontramos que la proporcion de tirotropos aumenta
en condiciones de hipotiroidismo y por el contrario en nimero de lactotropos disminuye. Este
patron concuerda con trabajos previos y responde a un cambio la fisiologia del organismo para

mantener la homeostasis.

44



VIIl. LITERATURA CITADA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Que, C. L., Kenyon, C. M., Olivenstein, R., Macklem, P. T., & Maksym, G. N. (2001).
Homeokinesis and short-term variability of human airway caliber. Journal of Applied
Physiology (Bethesda, Md. : 1985), 91(3), 1131-1141.

Clarke, 1. J. (2015). Hypothalamus as an endocrine organ. Comprehensive Physiology, 5(1),
217-253.

Fink, G. (2015). MEMOIR: Harris’ neuroendocrine revolution: Of portal vessels and self-
priming. Journal of Endocrinology, 226(2), T13—T24.

Pocock, G., Richards, C. A., & Richards, D. A. (2013). Human Physiology. Oxford press.
Melmed, S. (2010). The Pituitary. Tercera edicion, Academic Press.

Norris, D. O.; Carr, J. A. (2013). Vertebrate Endocrinology, 5th edition.

Thapar, K., Kovacs, K., Scheithauer, B. W., & Lloyd, R. V. (2001). Diagnosis and
Management of Pituitary Tumors.

Pinterest, Explora sistema endocrino, Neurologia, Fecha de consulta: 30 de Marzo 2017.
Pégina en linea [https://es.pinterest.com/pin/229050331027074867/].

Sam, S., & Frohman, L. A. (2008). Normal Physiology of Hypothalamic Pituitary
Regulation. Endocrinology and Metabolism Clinics of North America, 37(1), 1-22.

Strauss lii, J. F. S. (2014). Yen & Jaffe’ s Reproductive Endocrinology and Clinical
Management. Seventh edition, Elsevier.

Wells, S., & Murphy, D. (2003). Transgenic studies on the regulation of the anterior
pituitary gland function by the hypothalamus. Frontiers in Neuroendocrinology, 24(1), 11—
26.

Ben-Jonathan, N., & Hnasko, R. (2001). Dopamine as a prolactin (PRL) inhibitor.
Endocrine Reviews, 22(6), 724-763.

Acosta, M., Veronica, F., & Mohamed, F. (2010). Folliculostellate cells in pituitary pars
distalis of male viscacha: immunohistochemical, morphometric and ultrastructural study.
European Journal of Histochemistry, 54(1), 1-9.

Clark, S., & Stojilkovic, S. S. (2001). A novel view of the function of pituitary folliculo-
stellate cell network, 12(9), 378-380.

Fekete, C., & Lechan, R. M. (2014). Central regulation of hypothalamic-pituitary-thyroid
axis under physiological and pathophysiological conditions. Endocrine Reviews, 35(2),
159-194.

Barrett, K. E. (2014). Fisiologia Médica de Ganong. In Fisiologia Endocrina e Reprodutiva.
339-340.

Nystrom, E., Berg, G. E. B., Jansson, S. K. G., Torring, O. & Valdemarsson, S. (2011).
Thyroid Disease in Adults. Springer.

Imam, S. K., & Ahmad, S. L. (2011). Thyroid Disorders. Springer.

Zoeller, T. R., Dowling, A. L. S., Herzig, C. T. a, lannacone, E. a, Gauger, K. J., & Bansal,
R. (2002). Thyroid hormone, brain development, and the environment. Environmental
Health Perspectives, 110(3), 355-361.

Giirel, A., Dogantekin, A., Ozkan, Y., & Aydin, S. (2015). Serum apelin levels in patients
with thyroid dysfunction. International Journal of Clinical and Experimental Medicine,
8(9), 16394-16398.

Elena, M., Ortiz-De Zarate, M., Patricia De Santillana-Hernandez, S., Del Pilar Torres-
Arreola, L., Angélica Gomez-Diaz, R., Rivera-Moscoso, R., & Sosa-Caballero, A. (2012).
Diagnostico y tratamiento del hipotiroidismo primario en adultos. Rev Med Inst Mex Seguro
Soc, 50(1), 71-80.

45



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

IMSS (2016). Diagnostico y Tratamiento de Hipotiroidismo Primario y Subclinico en
Adulto, (1).

Pearce, E. N. (2007). Thyroid dysfunction in perimenopausal and postmenopausal women.
Menopause International, 13(1), 8—13.

Badawy, a, State, O., & Sherief, S. (2007). Can thyroid dysfunction explicate severe
menopausal symptoms? Journal of Obstetrics and Gynaecology : The Journal of the
Institute of Obstetrics and Gynaecology, 27(5), 503-505.

Stojilkovic, S. S., Tabak, J., & Bertram, R. (2010). Ion channels and signaling in the
pituitary gland. Endocrine Reviews, 31(6), 845-915.

Jones, B. W., & Hinkle, P. M. (2009). Subcellular trafficking of the TRH receptor: effect of
phosphorylation. Molecular Endocrinology, 23(9), 1466-78.

Mariotti, S. (2011) Physiology of the Hypothalamic-Pituitary Thyroidal System. En:
Molecule, T. T. S. H., & Mariotti, S. The Regulation of Thyroid-Stimulating- Hormone
synthesis and secretion : Molecular Biology and Biochemistry. Thyroid Disease Manager.
Barth, J. A., Jagla, A., & Schrezenmeir, J. (2001). Endocrinology & Diabetes, 109, 196—
203.

Tomi¢, M., Bargi-Souza, P., Leiva-Salcedo, E., Nunes, M. T., & Stojilkovic, S. S. (2015).
Calcium signaling properties of a thyrotroph cell line, mouse TaT1 cells. Cell Calcium,
58(6), 598-605.

Hinkle, P. M., Nelson, E. J., & Ashworth, R. (1996). Characterization of the calcium
response to thyrotropin-releasing hormone in lactotrophs and GH cells. Trends in
Endocrinology and Metabolism, 7(10), 370-374.

Ashworth, R., & Hinkle, P. M. (1996). Thyrotropin-releasing hormone-induced intracellular
calcium responses in individual rat lactotrophs and thyrotrophs. Endocrinology, 137(12),
5205-5212.

Dupré, S. M., Guissouma, H., Flamant, F., Seugnet, 1., Scanlan, T. S., Baxter, J. D., Becker,
N. (2004). Both thyroid hormone receptor (TR)1 and TRB2 isoforms contribute to the
regulation of hypothalamic Thyrotropin-Releasing Hormone. Endocrinology, 145(5), 2337—
2345.

Baquedano, M. S., Ciaccio, M., Dujovne, N., Herzovich, V., Longueira, Y., Warman, D.
M., Belgorosky, A. (2010). Two novel mutations of the TSH-B subunit gene underlying
congenital central hypothyroidism undetectable in neonatal TSH screening. Journal of
Clinical Endocrinology and Metabolism, 95(9), 98—103.

Shupnik, M. A. (2000). Thyroid Hormone Suppression of Pituitary Hormone Gene
Expression. Reviews in Endocrine & Metabolic Disorders, 1(804), 35-42.

Yusta, B., Alarid, E. T., Gordon, D. F., Ridgway, E. C. & Mellon, P. L. (1998). The
Thyrotropin B -Subunit Gene Is Repressed by Thyroid Hormone in a Novel Thyrotrope Cell
Line,Mouse TaT1 cells. Endocrinology, 139(11), 4476-4482.

Koenig, R. J., & Watson, A. Y. (1984). Enrichment of rat anterior pituitary cell types by
metrizamide density gradient centrifugation. Endocrinology, 115(1), 317-323.

Surks, M. 1., & DeFesi, C. R. (1977). Determination of the cell number of each cell type in
the anterior pituitary of euthyroid and hypothyroid rats. Endocrinology, 101(3), 946-958.
Quintanar-Stephano, A., & Valverde-R, C. (1997). Mitogenic effects of thyroxine and TRH
on thyrotrophs and somatotrophs of the anterior pituitary gland in thyroidectomized rats.
Journal of Endocrinology, 154(1), 149-153.

Quintanar-stephano, A., & Valverde, R. C. (1999). Mitotic Counts in Rat
Adenohypophysial Thyrotrophs and Somatotrophs: Effects of Short-Term Thyroidectomy,
Thyroxine, and Thyrotropin-Relasing Hormone. Endocrine Pathology. 10(4), 335-341.
Rinehart, J. F., & Farquhar, M. G. (1953). Electron Microscopic Studies of the Aanterior
Pituitary Gland. Journal of Histochemistry & Cytochemistry, 1(2), 93—113.

46



41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

Farquhar, R.& Rinehart, J. (1954). Cytological alterations in the anterior pituitary gland
following thyroidectomy. Endocrinology, 55, 857).

Davis, P. J.; Goglia, F. & Leonard, J. L. (2015). Nongenomic actions of thyroid hormone.
Endocrinology, 12(2), 1-11.

Vacca, R. A., Moro, L., Caraccio, G., Guerrieri, F., Marra, E., & Greco, M. (2003). Thyroid
hormone administration to hypothyroid rats restores the mitochondrial membrane
permeability properties. Endocrinology, 144(9), 3783-3788.

Siegrist-Kaiser, C. A., Juge-Aubry, C., Ekenbargers, M., Leonard, J. L., & Tranter, P.
(1990). Thyroxine-dependent in Cultured Astrocytes Modulation of Actin. Biochemistry,
265(9), 5296-5302.

Farwell, A. P., Dubord-Tomasetti, S. A., Pietrzykowski, A. Z., & Leonard, J. L. (2006).
Dynamic nongenomic actions of thyroid hormone in the developing rat brain.
Endocrinology, 147(5), 2567-2574.

Da Silva, F. G., Giannocco, G., Santos, M. F., & Nunes, M. T. (2006). Thyroid hormone
induction of actin polymerization in somatotrophs of hypothyroid rats: Potential
repercussions in growth hormone synthesis and secretion. Endocrinology, 147(12), 5777—
5785.

Da Silva, F. G., Giannocco, G., Luchessi, A. D., Curi, R., & Nunes, M. T. (2010). T3
acutely increases GH mRNA translation rate and GH secretion in hypothyroid rats.
Molecular and Cellular Endocrinology, 317(1-2), 1-7.

Bargi-Souza, P., Romano, R. M., Salgado, R. D. M., Goulart-Silva, F., Brunetto, E. L.,
Zorn, T. M. T., & Nunes, M. T. (2013). Triiodothyronine rapidly alters the TSH content and
the secretory granules distribution in male rat thyrotrophs by a cytoskeleton rearrangement-
independent mechanism. Endocrinology, 154(12), 4908-4918.

Goulart-Silva, F., de Souza, P. B., & Nunes, M. T. (2011). T3 rapidly modulates TSH-f
mRNA stability and translational rate in the pituitary of hypothyroid rats. Molecular and
Cellular Endocrinology, 332(1-2), 277-282.

Mpylotte, K. M., Cody, V., Davis, P. J., Davis, F. B., Blas, S. D., & Schoenl, M. (1985).
Milrinone and thyroid hormone stimulate myocardial membrane Ca2+-ATPase activity and
share structural homologies. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America, 82(23), 7974-7978.

Lin, H.-Y., Tang, H. Y., Davis, F. B., Mousa, S. a, Incerpi, S., Luidens, M. K., Davis, P. J.
(2012). Nongenomic regulation by thyroid hormone of plasma membrane ion and small
molecule pumps. Discovery Medicine, 14, 199-206.

D’Arezzo, S., Incerpi, S., Davis, F. B., Acconcia, F., Marino, M., Farias, R. N., & Davis, P.
J. (2004). Rapid nongenomic effects of 3, 5,3'-triiodo-L-thyronine on the intracellular pH of
L-6 myoblasts are mediated by intracellular calcium mobilization and kinase pathways.
Endocrinology, 145(12), 5694-5703.

Zinman, T; Shneyvays, V.; Tribulova, N.; Manoach, M. & Shainberg, A. (2006). Acute,
Nongenomic Effect of Thyroid Hormones in Preventing Calcium Overload in Nerborn Rat
Cardiocytes. Journal of Cellular Physiology, 207, 220-231.

Pedroza-Cummings, L. (2016). Caracterizacion de los Cambios de la Respuesta de [Ca2+]i
en Células Endocrinas Multirresponsivas a Secretagogos Hipotaldmicos en la
Adenohipofisis de Rata Wistar en diferentes condiciones fisiologicas. Tesis de Licenciatura.
Facultad de Ciencias, UNAM. 57 pag.

Tsukada, T., Azuma, M., Horiguchi, K., Fujiwara, K., Kouki, T., Kikuchi, M., & Yashiro,
T. (2016). Folliculostellate cell interacts with pericyte via TGFP 2 in rat anterior pituitary.
Journal of Endocrinology, 229(2), 159-170.

Nuiez, L., Villalobos, C., Senovilla, L., & Garcia-Sancho, J. (2003). Multifunctional cells
of mouse anterior pituitary reveal a striking sexual dimorphism. The Journal of Physiology,
549, 835-843.

47



57. Méndez-Hernandez, 1. C., Carifo, C., & Diaz, L. (2005). La prolactina en el sistema
inmunoldgico: Aspectos de sintesis y efectos bioldgicos. Revista de Investigacion Clinica,
57(3), 447-456.

58. Grattan, D. R., Steyn, F. J., Kokay, I. C., Anderson, G. M., & Bunn, S. J. (2008).
Pregnancy-induced adaptation in the neuroendocrine control of prolactin secretion. Journal
of Neuroendocrinology, 20(4), 497-507.

59. Davis, P. J., Sudha, T., Lin, H.-Y., & Mousa, S. A. (2015). Thyroid Hormone, Hormone
Analogs, and Angiogenesis. Comprehensive Physiology, 6(January), 353—362.

48



	Portada
	Tabla de Contenido
	I. Introducción
	II. Hipótesis   III.Objetivo
	IV. Materiales y Método
	V. Resultados
	VI. Discusión
	VII.Conclusión
	VIII. Literatura Citada



