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l. CONOCIMIENTOS PRELIMINARES

La tirotrofina (TSH)es una hormona glicoproteica con un

peso molecular estimado en 28000. Su función fundamental es re­

gular la secreción de las hormonastiroideas, si bien también

tiene un importante rol en el control de una gran variedad de

procesos metabólicos incluyendo sintesis proteica, metabolismo

de carbohidratos, termogénesis y crecimiento celular. La TSHes

tá compuesta por dos subunidades glicosiladas unidas en forma

no covalente (l): la subunidad‘Ïy la[5. Ambassubunidades libres
son biológicamente inactivas (2 y 3); aunque hoy sabemos que es

la subunidad{5 la que confiere la especifidad biológica e inmu­
nológica a la molécula de TSH.

1.1. SINTESIS DE TSH:

La TSHes sintetizada y secretada por las células basó­

filas (tirotropos) de la hipófisis anterior. En la Figura l se
esquematiza la sintesis de TSHen tirotropo. ARNmensajeros se­

parados traducen las subunidadescíyís. Luego son agregados oli­
gosacáridos preformados a los residuos de asparagina. Las sub­

unidades‘i y(330n entonces unidas constituyendo un complejo lá­
bil y por último se origina el dimero activo estable el cual es

almacenadoen el gránulo secretorio.

En cuanto a su mecanismo de acción en su fase inicial la

TSHse comporta como las demás hormonas proteicas uniéndose a

un receptor especifico en la membranacelular (4-6). Se ha su­
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gerido que existen dos tipos de sitios de unión de alta afinidad

y baja capacidad con una constante de asociación (Ka) del orden

de 1010-108 M-l y de baja afinidad y de alta capacidad, del or­

den de 107-106 M_1 (7 y 8). En 1961 De Robertis (9) demostró por

primera vez que la TSHpuede entrar a la célula tiroidea. La de­

mostración nos permite pensar en la existencia de otros recepto­

res para la TSHademás de los observados a nivel de membrana.

Comoconsecuencia de la interacción con su receptor, la

tirotrofina estimula la adnilatociclasa que cataliza la forma­
ción de AMPa partir de ATP (10) implica que el primer mensaje­

ro es la hormona (TSH) que actúa sobre determinado tipo de célu­

las (tiroideas). Dicha célula "reconoce" a 1a molécula hormonal

a través de receptores especificos existentes en su periferia. g
na vez que la hormona se une a esos receptores, estimula la sin­

tesis del AMPcíclico. Este compuesto actúa a su vez, como se­

gundo mensajero entre la cara interna de la membranacelular y
el resto de las estructuras celulares. En estas últimas deter­
mina cambios drásticos en la actividad de enzimas claves de di­

ferentes caminos metabólicos.

1.2. REGULACION

El lóbulo anterior de la hipófisis a través de la TSH

estimula la función tiroidea. La tiroides a su vez, por medio



de sus hormonaS'üiiodotironina (T3) y tiroxina (T4) frena la

sintesis y secreción de TSH. La función de la TSHtambién es

regulada por el hipotálamo a través de la hormona liberadora

de TSH (Figura 2).

Además,aunque con resultados controvertidos, existen

evidencias que indican que las hormonas tiroideas no sólo a­

fectan la fisiología pituitaria, sino también puedenmodifié

car directamente la secreción de TRHa nivel hipotalámico.

TRH(piroglutamil-histirlil-prolinamida) es sintetiza
do por neuronas peptidérgicas en los núcleos supraópticos y

paraventricular del hipotálamo. Luegoel TRHentra al siste­

maporta-hipofisario y es llevado a las células de la hipófi
sis anterior . Tanto mamotropos(secretores de

PRL)comotirotropos (secretoras de TSH)contienen recepto­

res especificos para TRH,el cual una vez unido a su recep­

tor hipofisario provoca la estimulación de la adenilatoci­
clasa, dando como resultado un aumento del TÉH, la secreción

de TSHes rápidamente estimulada, seguida de una sintesis ti­
rotrófica incrementada

1.3. ACCIONES DE LA TSH:

Las acciones de la TSHse podrian clasificar en efec­

tos rápidos que requieren pocos minutos para su manifesta­

ción: estimulación de la secreción, organificación del yodo,

acoplamiento de yodotirosinas, respiración mitocondrial, etc.
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Figura 2. Regulación de la síntesis y secreción de TSHpor retroalimentación.
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y efectos lentos que evidencian a las horas e incluso dias,

relacionados principalmente con el crecimiento celular y dife­
renciación celular.

La TSHregula prácticamente todos los metabolismos ti­

roideos (ll y 12).

a) METABOLISMO DEL YODO:

Uno de los efectos agudos de la TSHsobre el metabolis­

model yodo es la estimulación de la relación I tiroides/I sue

ro, debido a un aumento del flujo del yodo desde la célula ti­

roidea, como consecuencia de un aumento en la permeabilidad de

la membrana (13 y 14).

Luegode algunas horas, el efecto se revierte observán­

dose una estimulación sobre el transporte de yodo (15 y 16).

b) METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

El aporte de la adenosintrifosfato en la célula tiroidea
proviene de la fosforilación oxidativa mitocondrial y de la gli­
cólisis aeróbica.

Debido a que el contenido de glucógeno en la tiroides

es escaso, necesita el aporte exógeno de glucosa (17). La TSH

aumenta la captación de glucosa, no estando aclarado si aumen­

ta su oxidación (18).



Unporcentaje de la glucosa captada, es incorporado a

proteínas (6%), debiéndose probablemente a que la proteina,

que es sintetizada en mayorproporción es la tiroglobulina, la
cual contiene un 10%de carbohidratos.

La TSHdisminuye la incorporación de glucosa a proteí­

nas probablemente debido a una degradación de la tiroglobina

y aumenta la actividad del ciclo de las pentosas. Este último

paso aporta NADPHque estaria involucrado en la generación de

H2 O2 necesaria para la yodinación de la tiroglobulina (19).

C) METABOLISMO DE LIPIDOS:

La TSHestimula la incorporación de precursores a fos­

folipidos, no dependiendoestos efectos de la síntesis protei­
ca (20).

Esta estimulación se debe a dos efectos: a un aumento

en el recambio y a una síntesis neta (21).

Estos efectos se pueden observar a los pocos minutos

de agregar la TSH, y no estarían mediados por AMPc.

El agregado de bloqueantes adrenérgicos que inhiben la

estimulación de la adenilatociclasa por parte de la TSH,no
abuelen los efectos de la hormonasobre la síntesis de fos­

folipidos; más aún estos efectos no son reproducidos por 1a

PGE y la teofilina que aumentan los niveles de AMPc Gerardl
y col., 1982 (22) trabajando con células de tiroides porci­
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nas en cultivo, encontraron que el AMPcpodría ser el media­
dor de los efectos crónicos de la TSH.

La sintesis de prostaglandinas también está aumentada

por el agregado de TSH (23 y 24) acción que estaria dada por

un aumento de los niveles del ácido araquidónico proveniente

del fosfatidilinositol, por un mecanismoindependiente de AMPc

o proveniente de triglicéridos, efecto éste diado por AMPc(25).

Trabajos recientes cuestionan la participación de la
TSHen la sintesis de prostaglandinas (26).

d) METABOLISMO DE LAS PROTEINAS:

Si bien existe una síntesis de aminácidos, a partir de

intermediarios del metabolismo de la glucosa y del ciclo de

Krebs, el mayor aporte es a través del "pool" exógeno de a­

minoácidos, siendo estimulada esta entrada por la TSH(27).

Entre otros parámetros, la TSHestimula la hidrólisis

de tiroglobulina y la incorporación de 14C-leucina y 14C-ti­

rosina a tiroglobulina y proteínas no yodadas.(28).

La TSHaumenta también la agregación de polisomas du­

rante la traducción. Algunos de estos efectos son independieg
tes de una acción de la TSHsobre la sintesis de ARN(28).

El AMPcseria el mediador de estas acciones. Este nu­

cleótido reproduce los efectos de la TSHen la estimulación

de la síntesis proteica (29 y 30).



e) METABOLISMO DE ACIDOS NUCLEICOS:

La TSHestimula la incorporación de precursores a ARN,

aunque esto seria como consecuencia de un aumento en el "pool"

de ribonucleótidos (31). Sin embargoexisten evidencias de un

efecto directo de la TSHsobre la transcripción. En núcleos de

tejidos pretratados con TSH, se encontró un aumento en la ac­

tividad de la ARNpolimerasa (32) así como la incorporación de

UTP a ARN (33).

El AMPcreproduce los efectos de la TSHsobre la incor­

poración de precursores a ARN(34 y 35); y sobre la ARNpoli­

merasa (32).

Si bien se está de acuerdo que el AMPcseria el media­

dor de 1a TSHen la inducción de fenómenos de diferenciación,

no está claro aún su posible rol en los diferentes procesos

de crecimiento celular. El db AMPcno reproduce los efectos

mitogénicos de la TSH, ni aumenta la síntesis de ARNen culti­
vos celulares (36).

La célula tiroidea posee un mecanismode tipo "autorrg
gulatorio" para modular la respuesta de la tirotrofina.

Se ha demostrado que la exposición a la TSHhace a la

glándula refractaria a una segunda estimulación por parte de

TSH (37). Se han encontrado dos tipos de mecanismos de desen­

sibilización.



Uno involucra el sistema AC-AMPcy es especifico por

cuanto la preincubación con TSHno modifica la estimulación

en la formación del AMPcproducido por prostaglandinas El, ni
por la toxina del cólera (37 y 38). El otro sistema seria dis­

tal a la formación del AMPcy es no específico, pues durante

el periodo de refractoriedad inducido por la TSHdisminuyen

los efectos estimulatorios del AMPc,PGEly acetilcolina sobre
diferentes parámetros, comopor ejemplo: oxidación de glucosa,

organificación del yoduro, incorporación de 32p a fosfolipi­
dos (39 y 40).

El mecanismopor el cual las hormonas tiroideas inhiben

la producción de TSHy por tanto antagonizan la acción del TRH

aún no está bien establecido. El punto critico de esta incerti
dumbre seria tal vez cómolas hormonas tiroideas regulan por

retroalimentación la glándula hipófisis y cuál de éstas es más

importante en este sentido. Observaciones en pacientes (41) mar

can una relación más estrecha entre los niveles séricos de TSH

y la concentración sérica de T4 más que la de T3 (42). Una pre­
sumible respuesta a esta cuestión está dada por la demostra­

ción que el tejido hipofisario convierte activamente T4 a T3

(43) y, por el hecho que la T3 proveniente de esta fuente jue­

ga un rol más importante junto con la T3 plasmática, en la re­
gulación de la liberación de TSH(44). Esta conclusión está sos

tenida empiricamente ya que Sterling, 1979 (45) y Obregon y col.

1980 (46) demostraron un agudo aumento en la secreción de TSH

por PTU, y IOP, ambos componentes inhiben la neogógenesis de

T3.
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Esdecirquesumadoalefiecto deLTRntresfactores puedengaran­
tizar un determinado nivel de secreción de TSH:a) la tasa de

secreción de T por la glándula tiroidea: b) el nivel circula4

torio de T3 generado por conversión periférica de T4 a T3, y

c) la tasa de conversión de T4 a T3 dentro de la misma hipófi
sis.

1.4. FACTORES QUE PARTICIPAN EN LA REGULACION DE LA SECRECION

DE TSH

1.4.1. ESTROGENOS

Unade las caracteristicas de un órgano efector para

esteroides es su capacidad para retener específicamente la

hormona. Originalmente, este concepto se derivó del grupo de

la Universidad de Chicago quien inyectando 3Bestradiola ra­

tas, comprobó, que el cabo de dos horas, la radioactividad

quedaba circunscripta principalmente al útero y la vagina.

La presencia de receptores citoplasmático y nbclear pa

ra E2 se ha descripto en varios tejidos, además de útero y va
gina, comomama,hipotálamo, hipófisis, testículos, epidídimo.
etc.

El estrógeno que se liga más efectivamente es el l7-ñ­

E2, aunque también se ha demostrado que la estrona y el es­
triol son capaces de unir de manera especifica y sin conver­
tirse a E (47).

2
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Las hormonasesteroideas, cualquiera sea su origen, u­

na vez secretadas por las diversas glándulas actuarán en de­

terminados tejidos donde ejercerán su influencia de manera al

tamente selectiva. Para que esta acción tenga lugar los este­

roides deben comoprimer requisito, penetrar la membranacelu­

lar y alcanzar el citoplasma de las células de los órganos e­

fectores (48) donde un muy reducido número de moléculas de la

hormona, o compuestos derivados de la misma, interactuarán con

ciertos componentesde estos, los receptores, los cualesposeen
la caracteristica de presentar una afinidad muyelevada para

la hormonaen cuestión y muybaja afinidad para otros estero;

des con difernte actividad biológica M9).JensenyrcollfllunLhecho

una gran contribución al eïudio de la acción hormonal cuando sin

tetizaron estradiol-(3H) con una muyalta radioactividad espe

cifica . Gracias a ello, se hizo posible observar la acumula­

ción y retención diferencial del estradiol-(3H) por el útero,

vagina, hipófisis y otros órganos "blanco" (51-53).

a.l. UNION DE LOS ESTEROIDES EN SANGRE:

Los esteroides sexuales unen muchas de las macromolé­

culas que se encuentran en la sangre, la afinidad de estas
-3

moléculas para esteroides varía de muy débil (Kd = 10 M)

0-lo - 10-8 M) y están frecuentemente prea muy fuerte (Kd = l

sentes en altas concentraciones (54). De manera que estas prg

teínas pueden restringir la cantidad de hormonalibre aprove­

chable para su unión al receptor y ser importante en el con­

(*) 1962 ( 50 )



trol de la acción de la hormonaesteroidea.

b.1. METABOLISMO E INTERACCIONES DEL ESTEROIDE CON EL TEJIDO:

La cantidad de esteroide capaz de unirse al receptor

in vivo depende no sólo de las relaciones de "binding" en ci;

culación sino además, de la tasa metabólica y de excreción de

la hormona. Comopor ejemplo, una rápida tasa de clearance me

tabólico MER, reducirá el tiempo de exposición de la hor­

mona a su receptor, mientras que un MCRlento aumentará el

tiempo de exposición.

En el caso de los estrógenos y progesterOna, su activi­

dad biológica no dependerá de la conversión metabólica (50 y

55). Los complejos esteroide-receptor son teóricamente forma­

dos después que el esteroide entra a la célula. Sin embargo no

podemos asumir en todos los casos que el metabolismo no es im­

portante, ya que se ha observado que la conversión de testos­

terona a dihidrotestosterona es un requisito para la acción del

animal macho (56 y 57).

c.l. CAPTACION DEL ESTEROIDE POR LAS CELULAS:

La entrada del esteroide dentro de las células del es­

pacio extracelular, parece ocurrir por difusión. Gurpide ycol,
1969 (58) han demostrado que gran número de esteroides entran

a la célula "blanco" y a la célula “no blanco, con igual faci­
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lidad a una velocidad directamente proporcional a la concen­

tración del esteroide por encima de un rango entre 0,2 y 5

ng/ml. Si bien estos resultados no eliminan la posibilidad de
un proceso mediado por "carrier" , estos autores lo han inter­

pretado en términos de una difusión simple.

d.l. UNION DEL ESTEROIDE-RECEPTOR EN EL CITOPLASMA:

Unavez que el esteroide entra a la célula "blanco",

puede unirse al receptor citoplasmático, Rc, para formar un

complejo hormona- receptor o asociarse con varios sitios de

unión de baja afinidad, dentro de los compartimientos citoplas
máticos.

Este complejo Rc-estrógeno parece moverse desde el ci­

toplasma hacia el núcleo. Esta conclusión fue derivada de los

trabajos de Jensen y col, 1968 (59) y Shyamalo y Gorski, 1967

(60) quienes han demostrado que conjuntamente con la acumula­

ción del estrógeno unido, hay una concomitante depleción del

receptor citoplasmático. La disminución del Rc y la acumula­

ción concomitante del Rn presentan una relación temporal y

estequiométrica la cual confirma el concepto de traslocación

del citoplasma al núcleo (61-64).

Tal concepto de traslocación del citoplasma al núcleo,

tiene un sustento adicional y es la observación que ambos com

plejos, RcE y RnEcomparten las constantes de disociación, eg

pecificidad hormonal (65) y ceficientes de sedimentación (66).
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e.l. ACUMULACION Y RETENCION COMPLEJO HORMONA-RECEPTOR:

La retención del complejo RnEparece ser una función

importante en el mecanismopor el cual los estrógenos inducen

crecimiento uterino. Aquellos compuestos estrogénicos que cau­

san acumulación a nivel nuclear del complejo receptor nuclear­

estrógeno pero no promueven la retención nuclear por 6 horas o

más, no causan un verdadero crecimiento del útero. En conclu­

sión, no sólo la acumulación del complejo RnEdebe ser medido,

sino también, el tiempo de retención, debe ser evaluado (67).

1.4.2. DOPAMINA(DA)

La infusión de dopamina disminuye los niveles séricos

de TSHen sujetos-normales e hipotiroideos y reduce la respues­

ta de TSH al TRH (68 y 69).

Varios estudios confirman estos datos, ya que antago­

nistas dopaminérgicos (70-73) fueron capaces de incrementar
los niveles circulantesdeïSH.EnconcordancLaconestaidea,Foord

(*)han demostrado que la dopamina inhibe la secreción basal

de TSHy la estimulada por el TRHde una manera dosis depenJ

diente en células hipofisarias cultivadas expuestas a la DAen

un rango de concentración de 10-7 a 10-5 M.

Enestetipochaexpermmntosestudiando el efecto de la DA

también se observó que bajó la concentración de Prl una diez ve

ces más respecto a la disminución en la concentración de TSH.

(*) 1980, (74)
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Considerando estos resultados en forma conjunta, estarían su­

giriendo que la TSHestá bajo un control tónico inhibitorio de

la DA,ejercido probablemente en forma directa sobre la glán­

dula pituitaria.

1.4.3. NOREPINEFRINAE

Inyecciones via intramuscular de norepinefrina y del a­

gonista - clonidina aumentan la secreción de TSH(75 y 76),

mientras que inhibidores de la sintesis de norepinefrina o el

tratamiento con bloqueantes del receptor —adrenérgico disming

yen la TSH(77-79). Ademásla norepinefrina estimula la libera­

ción de TRHde cultivos de hipotálamo (80-81). Si bien existe

controversia (83-84), se acepta en general, que la estimulación

adrenérgica de'TSH, estaria mediada por la liberación hipota

lámica de TRH._

l . 4 . 4 . HISTAMINA:

La posibilidad que la histaminapudierainfluenciarlasecrg
'ción de TSH,está basado en los trabajos de Snyder( *)y Brownstein( *)en

que detectaron la mayorconcentración de esta aminaen la aminencia

media del hipotálamo. En cuanto a los animales de experimenta­

ción, se observó que la hitamina estimula la liberación de hor­

mona de crecimiento (87) de PRL (88 y 89), gonadotrofinas (90 y

91) y vasopresina (92 y 93) y posteriormente en este laborato­

rio (94) se estudió 1a participación de la histamina en la cog

(*) Snyder y col.(85)

(*) Brownstein y col.(86)



-21­

centración plasmática de TSHy Prl, asi comoen el contenido

hipofisario de ambas hormonas. Estos datos fueron obtenidos a1

tratar ratas Wistar adultas con antagonistas histaminicos, rani­
tidina y cimetidina. Mientras que la acción de la cimetidina

fue disminuir la secreción basal de TSH, simultáneamente, este

antagonista potenció el efecto estimulador del TRHsobre la se­

creción de TSH. Una explicación podria ser que la cimetidina

pueda disminuir la liberación de TRHa nivel hipotalámico, (95),

e1 cual por "down-regulation" pueda aumentar la concentración o

1a afinidad de los receptores hipofisarios de TRH(96-99) y a­

si finalmente potenciar 1a acción del TRHsobre 1a secreción de
TSH. La acción de ranitidina fue similar a 1a de cimetidina en

cuanto a los niveles plasmáticos de TSH. Sin embargo, sólo la

cimetidina fue capaz de descender la concentración plasmática

de Prl; ésto hace pensar que la histamina podria regular fisio­

lógicamente 1a secreción de TSHy Prl en la pituitaria.

1 . 4 . 5 . ACIDO 'Y AMINOBUTIRICO (GABA)

Los trabajos de Grandinson y Guidotti, 1979 (100) y o­

tros (101-103) sugieren un control GABAérgico de la secreción

de TSH, resultados confirmados particularmente por Tapia-Aran­

cibia y col., 1987 (104),quienes observaron que la secreción de

TSHestimulada por TRH, podía ser modulada por GABAejerciendo

un efecto dual: a bajas concentraciones nanomolares, el GABA

induce una potenciación de 1a respuesta de TSHa1 TRH; a a1­

tas concentraciones de 100 nm o más, el GABAinhibe 1a res­



puesta de TSH; Estos autores proponen que el control GABAér­

gico podria involucrar dos clases diferentes de receptores
GABA:un tipo, de alta afinidad, responsable de la acción

estimuladora, y otro de baja afinidad, responsable del efecto
inhibidor del GABA.

Además varios estudios han demostrado que el GABAin­

hibe la secreción basal (105-107) de Prl y la estimulada por

el TRH (108-110) y más recientemente que el GABAcausa un prg

nunciado efecto bifásico con una estimulación inicial transi­

toria de Prl seguido de una inhibición sostenida (lll)

1.4.6. SOMATOSTATINA

La infusión de somatostatina en el humano, suprime el

pico nocturno de TSH(112-113), los altos niveles basales de

TSHen el hipotiroidismo (114) , los aumentos en la TSHsé­

rica inducido por el TRH(115-116) y previene la liberación de

TSH, que ocurre normalmente luego de la desinhibición de DA

por un antagonista, metoclopramida, en pacientes hipotiroi­
deos (117) . Tambiénin vitro, la somatostatina inhibe la

secreción de TSH(118-120). La evidencia más fuerte que indi­

ca que la somatostatina tendría un rol comoun inhibidor fisig

lógico de 1a TSH, se deriva de los estudios de inmunización pg

siva, en los cuales la administración de antisomatostatina a

ratas,in vivo, produce un aumento de la secreción basal de

TSH y la estimulada por el TRH(121 y 122). El rol de la so­



matotastina comoun inhibidor fisiológico aporta una posible

explicación a las observaciones en que niños con deficiencia

en GH, presentan una respuesta de TSH al TRHmayor y más pro­

longada (123-125) y al contrario, en pacientes acromegálicos

las respuesta de TSHes anormalmete baja (126). Aún no se sa­

be si es la GH"per se" la que estimula la liberación de soma­

tostatina o si el efecto supresivo de la GHsobre la TSHestá
mediado via la somatomdina.

l . 4 . 7 . ESTEROIDES

Los glucocorticoides, en particular el cortisol en do­
sis farmacológicas (127 y 128) inhiben la secreción basal de

TSH, la fuente nocturna de TSHy la respuesta de TSH al TRH.

En la rata, Wilbery y Utiger (127), demostraron que la

dexametasona no tenia efecto sobre la producción de TSHmedia­

da por TRHsino que la información acerca de la reducción de

TSHpot dexametasona, ocurriría a nivel suprahipofisario. Sin

embargo, estdudios posteriores , (129 y 130) han sugerido una

heterogeneidad en cuanto a los receptores glucocorticoides in­

tracraneanos e hipofisarios, con una gran evidencia de la e­

xitencia de un receptor para glucocorticoides con baja afini­

dad para dexametasona en la glándula hipofisaria.

Pamenter y Hedge, 1980 (131) encontraron que infusio­

nes fisiológicas de corticosterona inhiben la secreción de
TSHinducida por TRHpero no la basal, en ratas adrenalec­

tomizadas in vivo.
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In vitro los corticosteroides aumentanel númerode receptores

de TRHen células hipofisarias (132). Analizando estos resulta­

dos, son compatibles con un efecto directo de los glucocorticoi
des en un rango fisiológico, en la rata, adjudicándoles un rol

en la regulación de la secreción de TSHtanto a nivel hipofisa­

rio comohipotalámico.

Morley y col., 1981 (133), en cuanto a los esteroides gg

nadales, (133) han demostrado que los andrógenos producen una

marcada disminución en la respuesta de TSHal TRHen el hipogo­

nadismo primario. Este hallazgo es compatible con el concepto

que el andrógeno en el hombre, es un inhibidor fisiológico de

la secreción de TSH.En la rata, los esteroides sexuales pare­

cen tener efectos opuestos: 1a concentración sérica de TSHes

mayor en ratas macho (134-136) y dosis de reemplazo de testos­

terona en animales castrados aumentan y restauran a valores nor­

males la secreción basal de TSHy la respuesta de TSHa TRH(137)

(Figura 3).

1.4.8. SEROTONINA

Existe evidencia a favor de la interacción de neuro­

transmisores con el eje hipotálamo-hipófiso-tiroideo a múlti­

ples niveles. A nivel hipotalámico, existe un control cateco­

laminérgico y serotoninérgico de la función tiroidea (138 y 139)
tanto las catecolaminas comola serotonina actúan directamente

sobre la glándula tiroides (140).
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1.4.9. FACTOR QE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

Existen otros factores diferentes de las hormonasque

han sido postulados comoreguladores de ciertas funciones en­
docrinas. Entre estos se encuentra el EGF.

EGF DE RATON:Se conoce bien la estructura del EGF de ratón. Es

una cadena polipeptídica de 53 residuos de aminoácidos desprovig
ta de tres de ellos: alanina, fenilalanina y lisina. Los puentes
disulfuro en el EGFde ratón son necesarios para la actividad

biológica (141).

EGH HUMANO (UROGASTRONA)

Si bien el EGFhumanono ha sido tan bien caracterizado

comoel polipéptido de ratón, los datos disponibles indican que

ambospolipéptidos son muysimilares aunque no idénticos respec­

to a sus propiedades fisicas y químicas (142). Comoel EGFde

ratón y el humanoexhiben idéntica actividad biológica y poseen

algunos sitios antigénicos en común, se ha sugerido que el EGF

humanoes una forma evolucionada del polipéptido de ratón.

EGF DE RATA:

Moore (143) ha aislado y caracterizado el factor de cre­

cimiento epidérmico proveniente de glándulas submaxilares de

la rata. La composición de aminoáncidos se parece a la de ambos

polipéptidos, EGFde ratón y EGFhumano, pero no es idéntica a



ninguno.

RECEPTORES PARA EGF:

Hansido demostrado receptores especificos y saturables
de EGF usando EGF de ratón marcado con 125I o EGF humano y una

gran variedad de células cultivadas incluyendo células de cór­

nea (144-146), fibroblastos humanos(147-148), células gliales

de humano (149) células de carcinoma epidermioide humano (150),

células 3T3 (151), células de la granulosa (152), células del
endotelio vascular humano, células de coriocarcinoma de humano

(154) y un importante número de otros tipos celulares (155 y

156).

Se ha estimado para diferentes tipos de fibroblastos hu­

manos, que cada célula contiene 40.000 a 100.000 sitios de unión

para EGF, y una constante de disociación (kd) aparente de 2-4 x

10'10 M (157).

O'Keefe y col. (158) han detectado receptores de EGFen

fracciones crudas de membranapreparada de una gran diversidad

de tejidos de mamíferos. Estos autores han encontrado por ejem­

plo, que membranasde placenta e higado poseen una gran capaci­

dad para unir EGF. Además, han detectado sitios de unión espe­

cificos para EGFen fracciones de membranade hígado pero de or­

ganismos evolutivamente muydistantes (159).

INTERNALIZACION Y DEGRADACION DEL EGF
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Carpenter y Cohen (160 y 161) han postulado que luego

de la unión inicial de EGF- 1251 a sus receptores especificos

en la membranaplasmática, el complejo EGP-receptor es interna­

lizado y la hormonaes finalmente degradada en los lisosomas.Es

tas conclusiones se basaron en la siguiente serie de observacio­

nes: l- A 37°C la célula unida al EGP1251 es rápidamente degra­

1251. 125dada a mono-iodotirosina 2- A 0°C el EGF I unido a la

célula no es degradado sino disociado lentamente de la célula.

3- Cuando la unión del EGP 1251 se lleva a cabo a 37°C y luego

las células son incubadas a 0°C, prácticamente no se detecta
la liberación de la radioactividad unida a la célula. 4- La de­

gradación, pero no la asociación, requiere energia metabólica.

5- La degradación es inhibida por drogas que inhiben la función

lisosomal, tales comocloroquina y cloruro de amonio. 6- Cuando

el EGP1251 es unido a las células a 0°C, la hormona está mucho

más accesible a agentes reactivos de superficie, tales comotrip
sina y anticuerpos a EGP, más que si la hormona es unida a 37°C.

La exposición de fibroblastos de EGFda comoresultado la pérdi­

da aparente de receptores de membranapara EGF, lo que sugiere

que el receptor también es internalizado. La internalización y
125I ha sido confirmada con células de ladegradación del EGF

granulosa (152) y otros tipos celulares (162), utilizando metg
dologias similares.
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El paso inicial en el mecanismo de acción del EGFes

su unión al receptor especifico a nivel de la superficie ce­

lular (163). En forma similar a otros receptores, el recep­

tor para el EGFfunciona comoun transductor de señal y ori­

gina una serie de eventos intracelulares, los cuales final­

mente permiten la iniciación de la sintesis del ADNy la divi­
sión celular (163).

El mecanismo de acción de EGFcomienza a ser dilucida­

do. Numerososestudios han demostrado la existencia de dos clg

ses de receptores para EGFde alta y baja afinidad, en diver­

sas líneas celulares (164-166). Ciertas evidencias, indican

que los sitios de alta afinidad serian los responsables de la

respuesta mitogénica.

EFECTOS BIOLOGICOS DEL EGF:

Ha sido demostrado que el EGFpresenta importantes res­

puestas biológicas en animales intactos, en cultivos de órgano

y recientemente, en cultivo de células. Estas respuestas están
resumidas en la TABLAl

TABLA l EFECTOS BIOLOGICOS DEL EGF

IN VIVO

Diferenciación/proliferación acelerada
de la epidermis

del epitelio de la córnea
del epitelio del pulmón
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Actividad incrementada de ornitina descarboxilasa

mayor contenido de grupos disulfuros en piel.

CULTIVOS DE ORGANOS

Diferenciación/proliferación acelerada
de la epidermis

del epitelio de la córnea

del epitelio mamario

Inducción de ornitina descarboxilasa

Sintesis de proteina y ARNaumentada

CULTIVO DE CELULAS

Estimulación de la sintesis de macromoléculas

Acido hialurónico

ARN

Proteína

ADN

Multiplicación celular incrementada

Alteración de las propiedades de membrana

Estimulación de la biosintesis de protaglandinas
Alteración del crecimiento viral.



l.5. EL PAPEL DE LOS ESTROGENOS EN LA ECONOMIA TIROIDEA

Está bien establecido con el descubrimiento de la pro­

teina transportadora de T (TBG)en 1952 por varios grupos de4

investigadores y la demostración que su capacidad para ligar a

la T podía ser aumentada por la administración de estrógenos4

(167 y 168), se aporta una nueva evidencia de la influencia de

los estrógenos sobre el metabolismo de las hormonas tiroideas.

Además,el tratamiento con estrógenos puede estar segui­

do de una degradación disminuida de T4(169 - 171).

Algunos autores ( 172 y 173 ) sugieren que en el hom­

bre, el tratamiento con estrógenos puede deprimir la liberación

del yodo por la glándula tiroides, con un aumento en la secre­

ción por la pronunciada disminución tiroidea inducida por es­

trógenos en pacientes hipertiroideos, en los cuales los nive­

les séricos de TSHfueron indetectables (174), asi comoen pa­

cientes a los cuales se les ha reemplazado la secreción endó­

gena de TSHpor una constante administración de TSHexógena

(175). Demanerasimilar, la utilización de dosis fisiológicas

de estrógenos en el hombre resultó de un aumento de la TSHsé­

rica (176-178) luego del tratamiento con esteroides anticoncep

tivos y durante el embarazo (179).

Es decir, la acción de los estrógenos estaria dada prg

vocando una depresión general de la economía tiroidea. Tal e­

fecto podria ser en forma directa sobre la función de la glán­

dula tiroidea, seguidamentesobre la liberación glandular, o

indirectamente, a través de la regulación de los niveles séri

cos de TBG. Ambos mecanismos son compatibles con el aumento ob­



servado en los niveles circulantes de TSH(180).

1.6. ROL DEL EGF SOBRE LA ECONOMIA TIROIDEA

Si bien los efectos del EGFsobre el eje hipófiso-tiroi­
deo aún no ha sido aclarado, (181-182). Se han descripto recep­

tores específicos para EGFen la célula tiroidea porcina.

Además, el EGFposee una pronunciada actividad trófica

sobre la glándula tiroides de varias especies (183), efecto pg
tenciado por TSH, a través de un aumento de los receptores de

EGFen las células tiroideas.

En forma similar, ambas hormonas tiroideas aumentan la

unión del EGFa sus respectivos receptores en diversos tejidos

de ratón, asi comoen lineas celulares secretoras de GHy Prl

de rata, dando comoresultado un incremento en la síntesis de

Prl y una disminución en la sintesis de GH, inducida por T3(184)

Hinkle y col., ( 185 ),han demostrado que el EGFdeprime

la concentración de receptores nucleares de T33rpor consiguien­
te, disminuye la acción de las hormonastiroideas en células tu

murales de-hipófisis de rata.

La infusión por 24 horas de cantidades suprafisiológicas

de EGFa la oveja, induce una brusca caida en los niveles plas­

máticos de T3 y T4 sin afectar los niveles circulantes de TSH
durante las primeras 8 horas de infusión (186).

Por lo tanto, se podría pensar en la participación ac­

tiva del EGFsobre la fisiología tiroidea, tomandoen cuenta
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otros tantos factores que hoy sabemos, que son qapaces de re­

gular la producción hipófiso-tiroidea (187 - 189).



2.0BJETIVOS

Es nuestro propósito en este trabajo de Tesis, profundi­

zar el conocimiento que se tiene sobre la regulación del e­

je hipófiso-tiroideo en la rata.

Para ello tomamosun aspecto no convencional de la secre­

ción hipofisaria de TSHque es la participación de dicha secre­

ción, de los estrógenos y del factor de crecimiento epidérmico.

Dividimos el estudio en dos etapas que corresponden a reg

ponder los siguientes interrogantes:

a) Dado que Delean y colf( 219 ) han demostrado que la

administración de estrógenos en la rata modifica el

número de receptores hipofisarios de TRH, ¿Cuál es el

rol de los estrógenos sobre la respuesta de la TSHal

TRH, sobre los niveles circulantes de TSHy sobre el

contenido intrapituitario de TSH?.

b) Si es que los estrógenos participan en dichas varia­

bles, ¿Cuál es el grado de alteración de los recepto­

res para estrógenos localizados en la glándula hipofi
saria en relación al estado tiroideo, ejemplo el hipo­
tiroidismo.

Ya que las hormonas tiroideas tendrían un efecto di­V
C

recto a nivel hipotalámico, ¿Cuál es el grado de altg
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ración de los receptores hipotalámicos para estrógg
nos en relación el estado tiroideo, ejemplo en el

hipotiroidismo?

ESTUDIOS CON EGF:

a) Ya que se ha propuesto una participación del EGFen

la liberación de T y T4 por la glándula tiroides,3

¿Cuál sería el posible rol del EGFen la economia ti

roidea en general, y en la producción de TSHen parti
cular?

b) Si es que el EGFmodifica la secreción de TSH, ¿A tra

vés de qué mecanismo ejerce su acción?.
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3. MATERIALES Y OBJETIVOS

3.1. TECNICAS UTILIZADAS

3.1.1. RADIOINMUNOENSAYO

En radioinmunoensayo, una concentración fija del antíge­

no marcado es incubado con una dilución constante de antisuero,

tal que la concentración de sitios de unión del antígeno, res­
pecto al anticuerpo está en exceso, es decir, sólo un 50%de la

concentración total del trazador puede ser unido por el anticuer
po. Si se agrega el antígeno no marcado al sistema, se establece

una competencia entre el antígeno marcado y el no marcado por el

número limitado y constante de sitios de unión del anticuerpo y

así, la cantidad de trazador unido al anticuerpo disminuirá mien
tras que la concentración del antígeno frío aumentará. Este pue­

de ser medido después de separar la fracción antigenica libre<de

la unida al anticuerpo. Existen diversos sistemas de separación;

en este trabajo hemosutilizado la precipitación por doble anti­

cuerpo, ya que es un método eficiente y de aplicación general.

Unadesventaja podría ser las prolongadas incubaciones

para que el complejo antígeno-segundo anticuerpo sea precipita­

ble, aunque se puede acelerar la precipitación agregando PEG

(4%) luego de la incubación con el segundo anticuerpo, o bien,

absorber las globulinas del segundo anticuerpo a una fase sóli­

da. El método de separación consiste en añadir un segundo anti­
cuerpo de.manera que interactúe con el complejo antígeno-anti­
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cuerpo, dando como resultado una elevada concentración de glo­

bulinas que permite una precipitación específica. Asi, el se­

gundo anticuerpo es una globulina que reacciona especificamen­

te con la globulina del primer anticuerpo.

3.1.1.1. TSHY Prl

Las determinaciones de TSHy Prl se realizaron con méto­

dos inmunológicos (RIA). En el dosaje de estas hormonas se si­

guió la técnica descripta en las instrucciones del Rat Pituita­

ry Distribution Program del NIAMDD.

El buffer que se utiliza en las diferentes etapas del

RIA es PBS (buffer fosfato de sodio 0,01 MpH 7,5).

Las preparaciones de hormonas purificadas para marcar

con iodo fueron provistas por el NIAMMD.

125La introducción de un átomo de I .en las moléculas

hormonales se realizó con el método de la cloramina T (190).

Es el método más utilizado para la radioiodinación de

masas pequeñas de proteinas ( en nuestro caso, TSHy Prl) para

obtener altas actividades especificas.

La ventaja de este método es que no utiliza iodo ca­

rrier y prácticamente aprovecha todo el 1125.

El pH óptimo utilizado fue 7,5 comprobandoque el rendi­

miento se reduce por debajo de pH 6,5 y por arriba de ph8,5.
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La reacción se detiene por el agregado de metabisulfito de sg

dio utilizando como"carrier" IK y albúmina.

La hormona marcada se purifica pasándola por una colum­

na de Bio Gel P-60.

Para ambas hormonas se utilizó l mci de 1125Na.

En ambos casos, la dilución del primer anticuerpo se prg

paró en una solución de suero normal de conejo al 3% (SNC-PBS

0.05 M EDTA).

Los anticuerpos dirigdos contra las moléculas de TSHy

prl de rata se obtivieron en conejos y fueron provistos por
el NIAMDD.Las diluciones iniciales utilizadas en cada caso

fueron:

anti-r TSH: 1:1200 y anti-r Prl: 1:1400

La separación de la hormona libre de la unida al anti­

cuerpo se efectuó con un segundo anticuerpo dirigido contra las

inmunoglobulinas de conejo (hecho en cabra) (origen:NIAMDD), c9

mo ya fue mencionado.

Con las dos hormonas se utilizó comopreapraciones de rg

ferencia las provistas por el programa del NIAMDDTSH: RP2 y

Prl: RP3.

El protocolo de ensayo es el siguiente:

buffer (PBS-BSA 1%)
V

a

b muestra o estándar (las cuales junto con el buffer,V

deben ocupar un volumen máximo de 200 pl).
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Vc 100/41 de hormona marcada (que corresponden aproxi­
madamente a 20.000 cpm).

d
V 100/U.del anticuerpo. La mezcla se incuba durante

48-72 horas.

En ese momentose agregan lOO/Jl del segundo anticuerpo
(1:15) y se continua la incubación por 24 horas más. Mediante u­

na centrifugación (3000 rpm >(30 min) se precipita el complejo

"segundo anticuerpo-primer anticuerpo-hormona", y luego se pro­

cede a aspirar el sobrenadante. La radioactividad del precipita­

do se cuenta en un contador gamma(Picker).

Se expresa en ng/ml. Las curvas (% de unión vs longitud

de la masa total de hormona) son lineales entre: 0,03 y 20 ng de

RP2(TSH) y 0,04 y 5 ng de RP (Prl).3

3.1.2. MEDICION DE RECEPTORES

3.1.2.1. RECEPTORES DE ESTROGENOS

Los tejidos (anterohipófisis e hipotálamo) una vez dise­

cados, fueron lavados en buffer de homogeinización y homogenei­

zados en buffer A (Tris ClH 0,01 M pH. 7,4 conteniendo EDTA1,5

mMC12 MglmM y sacarosa 0,25 M) en una relación 1:8 volúmenes
tejido.

El homogenato se centrifugó a 2500 rpm x 10 min a 0-4°c,

seguido de dos centrifugaciones sucesivas. El precipitado se

procesa luego para obtener 1a fracción nuclear. El sobrenadan­
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te inicial fue centrifugado a 40.000 rpm, por 60 min a 0-4°c

oteniéndose la fracción citosólica. El "pellet" nuclear se ex­

trajo con el agregado de buffer B (buffer A + ClK 0,4 M, pH 7,4)

durante 60 min, centrifugándose las muestras a 3000 rpm x 20 min.

Este sobrenadante se usa para determinar los sitios nucleares

de estrógenos.

Alícuotas de citosol o extracto nuclear (lOO/Jl) son in­
cubadas con 3H-E (0,5-15nM) durante 16 horas a temperatura am2

biente en presencia o ausencia de H (hormona) fría (500 exeso).

La separación de las fracciones libres de la unida al receptor

se realiza con el agregado de carbón (2%) dextrano (0,2%)

3.1.2.2. RECEPTORES DE P (PROGESTERONA)

Los animales fueron inyectados con benzoato de estradiol

(2,5 mg/día/rata), sc, 48 y 24 hs antes del experimento para in

ducir, un mayor númerode receptores citosólicos de progestero­
na.

La determinación de receptores se realizó tal comofue
descripto en 3.1.2.1., según métodos publicados anteriormente

y adaptaciones para dichos tejidos según técnica original de

Roy y Mc Even y Camp y colaboradores (191 y 192).

El esteroide unido del libre se separaron por el método
de carbón dextrano.
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Las concentraciones de proteinas y ADNse determinaron

por el método de Lowry y colaboradores y Burton respectivamen­

te (193 y 194).

3.2. MODELOS EXPERTMEN'I'AH-ÏS Y. OH‘I'FINCÏON DFIHLAS MUHS'I'RAS

ESTUDIOS CON ESTRADIOL

3.2.1. EXPERIMENTOS "IN VIVO":MODIFICACION DE LOS PARAMETROS

TIROIDEOS POR LOS ESTROGBNOS

La administracion de estrógenos induce cambios en el me­

tabolismo periférico de T4 y T3 (195-198) o en la secreción
glandular en la rata (199 y 200). Recíprocamente, las hormonas

tiroideas alteran diversos aspectos de la fisiología reproduc­
tora en la rata (201-203).

SECRECION DE TSH

Se ha demostrado claramente que los niveles plasmáticos

de TSHen el hombre presentan una tipica variación circadiana

(204-206). Tal variación se pierde en pacientes con hipotiroi­

dismo severo (207). El mecanismoresponsable de generar el rit­

mo circadiano de TSH, no se conoce.

La respuesta al TRH, así como la TSHbasal está aumenta­

da a las 23 horas (206) sugiriendo que el incremento en la TSH
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se debe a 1a liberación de una sustancia inhibitoria más que

a un aumento en la producción de TRH.

El ritmo circadiano de TSHen 1a rata está bien caracte­

rizado con un pico de TSHsérica que ocurre entre las 11 y 15

horas (208 y 209).

PRUEBA DE TRH

La TRHaumenta la liberación de TSHvia iv.e im (210)

sc (211) o en forma oral (212).

La TSHpresenta una relación dosis-respuesta dentro de

un rango de dosis del TRHde 15-500/Ug. en el hombre y 1-50 hg
en 1a rata, sobrepasando dichas concentraciones, no se obtiene

una respuesta adicional (213)

La infusión continua de TRHpor un periodo minimo de 4

horas induce un aumento de TSHen dos fases, 1a primera apare­

ce dentro de los 5 minutos de comenzada la infusión, llegando

a un "plateau" a los 50-90 minutos, y la segunda fase se regis

tra a los 90 minutos y se mantiene hasta ios 120-150 minutos

(214). Este "pattern" bifásico de la laiberación de TSHes com

patible con la existencia de dos "pooles" hipofisarios de TSH,

uno de los cuales requiere una estimulación mayor para ser se­
cretado.



3.2.1.1. PARTE EXPERIMENTAL

En el bioterio las condiciones ambientales en las que

se encuentran los animales son las siguientes:

Los períodos de luz-oscuridad son de 12 horas, las lu­
ces se encienden automáticamente. Los animales reciben comida

y agua "ad libitum".

Se colocan como promedio 10 ratas por jaula.

En el desarrollo de estos experimentos se utilizaron ra­

tas hembras de aproximadamente 200 g de la cepa Wistar. Para la

identificación de cada animal, se realizaron marcas en las ore­

jas. A un grupo de ratas se les indujo hipotiroidismo por la ag

ministración ip de 0,5 mCi de l311.

Estas fueron estudiadas una vez que los niveles séricos

fueron indetectables, lo que ocurre en el orden de
1311.

de T4 y T3

l mes luego del tratamiento con

PRUEBA DEL TRH

Los animales fueron levemente anestesiados con éter. Se

recolectaron muestras de sangre heparinizada 10 minutos antes

y 10 minutos después de la inyección ic de lO}Ag/100 g de pe­
so de TRH. Esta dosis y el tiempo empleado en el test de TRH

permitieron una respuesta máxima de TSH. Las muestras fueron

mantenidas a temperatura ambiente y luego de centrifugarlas



se guardó el suero a "2Ï3° C hasta el dosaje de la hormo­
na.

Un grupo de animales recibió diariamente 25/*g de BE

(benzoato de Estradiol Schering, Argentina)/100 g de peso di­

sueltos en lOO/¿l,de aceite, sc, durante 9 dias, para el estu­
dio de estrógenos sobre la respuesta de la TSHal TRH.

LasTSleamática e hipofisaria fueron medidas según el

métodoanteriormente descripto.

A un grupo de animales se les indujo hipotiroidismo (M

y M). El tratamiento hormonal previo a la determinación de las

concentraciones plasmática e hipofisaria de TSH, fue el siguien

te: T4 (Lab. Glaxo, Bs. As, 4jlg/dia) durante 10 dias; benzoato

de estradiol (Schering Argentina 10/¿9 en loiffl. de aceite) du­
rante lQ dias, o ambos, T4 + benzoato de estradiol en las do­
sis arriba mencionadas.

Los animales,tanto eutiroideos comohipotiroideos fueron
ovariectomizados; los controles recibieron sólo el vehiculo.

Las muestras de sangre fueron conservadas a -20°c hasta la me­

dición de TSHen plasma, mientras que para determinar el pool

intrapituitario de TSH,una vez sacrificados los animales por

decapitación, inmediatamentese extrajo las glándulas hipofi­
sarias.
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Los tejidos fueron homogeneizados individualmente en

ZOOJUlde buffer fosfato (pH 7,6) a 4°c Luego se procedió al
dosaje de TSHsegún el método anteriormente explicitado.

La evaluación estadistica de los datos experimentales
se realizó mediante el test "t" de Student, cuando el número

fue superior a dos se empleó el análisis de la varianza. El

test múltiple de Duncan fue usado para comparar el grupo eg

tiroideo con los grupos hipotiroideos sometidos al tratamien

to hormonal. La significancia entre los animales hipotiroideos

no tratados y tratados con las hormonas mencionadas, se obtuvo

con el test de Dunnett.

3.2.2. EXPERIMENTOS "IN VITRO" — EFECTOS gg ¿A 14 SOBRE LA CON­

CENTRACION QE BECEPTORBS PARA ESTEROIDES SEXUALES

Para poder actuar sobre una célula, las hormonas, deben

en primer lugar, unirse a ésta a través de una macromolécula­

receptor. Comoconsecuencia de la interacción hormona-receptor,

se produce una determinada respuesta fisiológica.

En base a este concepto y siguiendo la tendencia biblio­

gráfica en cuanto a la relación entre las hormonasesteroideas

sexuales y el eje hipófiso-tiroideo pareció razonable especular
que si los estrógenos son capaces de modular ciertas variables
tiroideas, seria al menosen parte, debido a una probable modi­

ficación de los receptores para estrógenos localizados en la hi­



-46­

pófisis. Para ello, utilizamos comomodelola rata hipotiroi­
dea.

Paralelamente con el ensayo de receptores para esteroi­
des sexuales, se obtuvo información acerca de los cambios ci­

clicos que ocurren en el aparato reproductor de la rata hembra,

que son el resultado de la interacción de fenómenosnerviosos,

ambientales y endócrinos (215).

En la rata, el ciclo estral dura 4 ó 5 días. En las difg

rentes etapas de su desarrollo se producen eventos fisiológicos

característicos e interrelacionados: secreción de hormonashipo­

fisarias (LHFSHy ováricas,P , E2 , alteraciones morfológicas
del tracto genital y del ovario, modificaciones de la conducta

sexual. Los estadios del ciclo estral de la rata se denominan

diestro proestro y estro según la nomenclatura del ciclo vagi­
nal. En el hipotiroidismo se alteran los estadios del ciclo es­

tral. Además,el hipotiroidismo origina una disminución en la

secreción de hormonaslutemizante y folículo-estimulante

y determina alteraciones en la ovulación (202). Bruni y

colab., (201) observaron un aumento en la secreción de ambas

gonadotrofinas en animales hipo tiroideos-ovariectomizados.

En la glándula hipofisaria, el hipotiroidismo neonatal
(203) induce un descanso en la concentración de receptores de

estradiol, aunque se debe mencionar que la tiroidectomia se

acompaña de un aumento en el peso hipofisario y en el número

de células hipofisarias totales (215).
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En el desarrollo de los experimentos se tomaron varios

grupos de ratas eutiroideas y hipotiroideas para la determina­
cióntkalos estadios del ciclo estral.

Luego de analizar un gran número de animales, se obser­

vó que el 90%de las ratas hipotiroideas tenian detenido el ci

clo en le proestro. Una vez confirmado este hecho en forma sis­

temática, se decidió entonces estudiar la cinética de recepto­

res para esteroides sexuales utilizando comomodelo la rata hi

potiroidea-ovariectomizada (My M).

E

Los receptores para el estradiol en el citoplasma de la

célula hipofisaria o hipotalámica se encuentran libres o unidos

al estradiol; el complejoestradiol-receptor entra al núcleo e
inicia las respuestas nucleares a través de su unión a la cro­
matina (216).

Tal comofue descripto de acuerdo con la técnica origi­

nal de Royy McEwen(191) una vez aislados las fracciones citosóli­

ca y nuclear de ambostejidos (anterohipófisis e hipotálamo)

se evaluó la influencia que estados experimentales de insufi­

ciencia o exceso de hormonas tiroideas pueden ejercer sobre los

receptores para estradiol y en consecuencia sobre la fisiología
del eje hipotalámico-hipofisario.
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Los estrógenos y progestógenos actuando en los tejidos

"blanco" parecen estar íntimamente ligados en cuanto a su meca­
nismo de acción (217).

En la rata, la progesterona inhibe la sintesis de novo

de los receptores, para E2, mientras que los estrógenos inducen
la sintesis de receptores para progesterona . Se estudiaron los

sitios de unión para progesterona por considerarlos comomarca­

dores potenciales de las respuestas estrogénicas.

De hecho, en la rata normal se observan cantidades sus­

tanciales de receptores de progesterona de alta afinidad tanto

en la hipófisis comoen el hipotálamo. En los animales ovariec­

tomizados no se ha podido confirmar los sitios de unión para

progesterona(P) , aunque el tratamiento con estrógenos permi­
tió demostrar la existencia de dichos sitios (218).

3.2.2.1. PARTE EXPERIMENTAL

Se evaluó el efecto de la T sobre receptores para es­
4

teroides sexuales (E2 y P). Con tal sentido se estudió un gru­
po de animales hipotiroideos-ovariectomizados. El tratamiento

hormonal previo a 1a determinación de receptores citosólico y

nuclear de E2 y citosólico de P, fue el siguiente: T4, E2 y T4

+ E2.
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Ratas hembras adultas (aproximadamente 200 g) fueron

decapitadas 24 horas después que el tratamiento hormonal hu­

biese sido completado.

El lóbulo hipofisario anterior se disecó utilizando
pinzas finas y evitando la contaminación con la zona neuroin­

termedia. El fragmento hipotalámico fue aislado comoun bloque

extendiéndose l mmfrente a1 quiasma óptico y lateralmente al

sulco hipotalámico. Se utilizó la técnica de intercambio (My

M). Los fragmentos se recolectaron e homogeneizaron rápidamen­

te en hielo empleando el orden de S glándulas /ml de buffer, de­

pendiendo del peso de cada tejido.

Para analizar los datos estadísticos, se utilizó el test
de Dunnett o Duncan.

ESTUDIOS CON EGF

3.2.3. EXPERIMENTOS "IN VIVO": MODIFICACION DE LOS PARAMETROS

TIROIDEOS POR EL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO (EGF)

Poco puede decirse aún acerca de la importancia fisioló­

gica de la participación del EGFen 1a regulación de la econo­
mía tiroidea.

Los datos experimentales descriptos en la bibliografía
sólo se refieren a las modificaciones que produce el EGFy o­
tros factores de crecimiento sobre la actividad trófica de la

tiroides, la descripción de receptores para EGFen la célula
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tiroidea y la cinética hormonal de dicha glándula. De todas

maneras, en estos casos ha sido posible postular un sistema

de regulación por retroalimentación entre el EGFy la glándu­

la tiroidea. La correlación que pudiera existir entre el factor

de crecimiento y los estrógenos en cuanto a la mitogenigidad de

ambos compuestos y la influencia sobre las hormonas hipotalámi­

ca y tiroidea nos llevó a pensar que el EGFpodria ejercer algu­

na acción sobre la TSHhipofisaria.

3.2.3.1. PARTE EXPERIMENTAL

Se utilizaron ratas machode la cepa Wistar de aproxima­

damente 200 g.

i. Prueba del TRH

Idem i (Sección "ESTUDIOS CON ESTRADIOL")

. Prueba del EGF.

Tomandocomo patrón el TRH(tiempo post-inyección, dosis,

etc.) se mimetizó el test, inyectando en este caso dosis cre­

cientes de EGF(5,10,20JUg), ic y se recolectaron muestras de
sangre 10 minutos antes y 10 minutos después del estimulo, las
cuales fueron mantenidas a -20 hasta la medición de TSH.

Las comparaciones estadisticas entre los dos grupos ex­

perimentales (TRHrespecto al valor basal y EGFrespecto a la
TSHbasal) se hicieron mediante el test "t" de Student.
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3.2.4. EXPERIMENTOS "IN VITRO" EFECTO DEL EGF SOBRE LA SECRECION

DEL TSH

Para estudiar el sitio de acción del EGFsobre la secre­

ción de TSHse eligió una metodología "in vitro". Estas técni­

cas permiten evaluar directamente la acción de una sustancia sg
bre un tejido sin tener que recurrir a manipulaciones farmacoló­

gicas o quirúrgicas para aislarlo. Los argumentos sostenidos en

contra de los métodos "in vitro" se refieren, en general,a una

posible incompleta o incorrecta difusión en los tejidos de las

sustancias agregadas, a 1a degradación de estas sustancias y

otras secretadas al medio, a la acumulación de sustancias que

pudieran modificar las respuestas en estudio y fundamentalmen­

te, a 1a pérdida de control que pueden ejercer otros tejidos

sobre el que se encuentra en estudio.

El uso de la incubación dinámica o perifusión represen­

ta una alternativa para disminuir las desventajas enumeradas

en primer término. Esta técnica ha sido bien utilizada en neu­

roendocrinología y se basa fundamentalmente en la circulación

constante del medio de incubación que se recoge en fracciones

en las cuales se puede determinar la concentración de la sustan­
cia deseada.

3.2.4.1. PARTE EXPERIMENTAL

Se evaluó el efecto de EGFsobre la secreción hipofisa­

ria de TSH.En tal sentido, se incubó (perifusión) anterohipó­
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fisis con un dispositivo compuestopor camaritas conteniendo

las glándulas, con un volumende 600ffl.(l glándula/camarita)
(Figura 4).

Comomedio de incubación se utilizó el medio 199 (Gib

co, sales de Hankadicionado con l-glutamina, pH 7,3) El flui

do es bombeadomediante una bombaperistáltica de flujo constan­
te (Gilson modelo HP 4).

Se utilizaron ratas machoadultas. La autopsia de los a­

nimales se realizó aproximadamentea las ll horas, sacrificándg

los por decapitacion. Después de la disección, las anterohipó­
fisis se mantuvieron en frío sobre lana de vidrio embebida en

medio de incubación. Una vez finalizada la toma de muestra, se

colocó en la camarita correspondiente.

Las incubaciones se realizaron en un baño termostático

tipo Dubunoff a 37°C con agitación constante.

El sistema se preincubó durante dos horas hasta que se

estabilizó 1a secreción de TSH;después deta1.preincubación

se comenzóa recoger el liquido de perifusión en fracciones de
10 minutos (l ml). Estas fracciones inmediatamente fueron con­

geladas a -20° c hasta el dosaje hormonal.

Las diluciones de TRHo EGF (Collab. Research, MA) se

prepararon en el medio de incubación y 10 veces más concentra­

das que la concentración final deseada. La inyección de uno u

otro péptido se realizó en la forma de un pulso y después de

una hora de incubación (cuando ya se habian recolectado 6 frag

ciones).
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Figura 4. Sistema de Perifusión.
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Los valores de TSHse expresan como porcentaje del valor

basal, considerado éste como el 100%y calculado como el prome­

dio de los valores correspodientes a las 6 primeras fracciones

recogidas.

Los datos experimentales se analizaron mediante el test

"t" de Student comparando el promedio de los valores anteriores

al agregado de TRHo EGFcon los posteriores a1 mismo.

4. MODIFICACION DE LOS PARAMETROS TIROIDEOS POR LOS ESTROGENOS

4.1 RESULTADOS Y DISCUSION - EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS

SOBRE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS

Comohemos mencionado anteriormente uno de los objetivos

de esta Tesis es demostrar una relación entre los estrógenos y

el eje hipófiso - tiroideo.

El primer aspecto que consideramos fue el efecto del tra­

tamiento con benzoato de estradiol (BE) sobre los niveles séricos

de TSHen ratas hembra ovariectomizadas, tanto eutiroideas como

hipotiroideas (Tabla 2). Comose observa en esta tabla, el mismo

esquema fue utilizado para determinar también la concentración

hipofisaria de TSH(los valores son el promedio Ï desviación es­

tándar para ocho animales).
La concentración sérica de TSH, en el animal hipotiroi­

deo se encoentra marcadamente aumentada mientras que el "pool"

intrapituitario de TSHpresenta bajos valores normales. La ad­
ministración de estrógenos a estos animales hipotiroideos inclu­



TSH suero (pU/ml) TSH HÍpOfÍSGfÍO(mU /mg proteinas)

EUTIROIDEA EUTlROlDEA

— 90,31¡7 I: 244,5164,3
H|POT|RO|DEA HlPOTIROlDEA

— ¡33622192 * ¡77,7130

E2 ¡728,72 32| Ez 239,3: 32

T4 ND T4 269,41 59

E2+T4 N D E2+ T4 22| ,0Ï 20

Tabla 2. Concentración de TSHsérica (expresada en uU/ml) y TSHhipofisaria

(expresada en mU/mgproteínas) en ratas eutiroideas e hipotiroideas

control y post-tratamiento hormonal.
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yendo benzoato de estradiol, usado en este estudio, no modi­

ficó significativamente estos parámetros, si bien en ambosse

observó una tendencia a ser aumentados. Esta tendencia podria

ser de interés ya que se observó reiteradamente. Es razonable

especular que en ausencia de los efectos supresivos de las hor­

monastiroideas en las ratas hipotiroideas, el aumentode los

receptores hipofisarios de TRHinducido por los estrógenos

(219) puede contribuir a acelerar la liberación de TSH,ya in­
crementada.

El tratamiento con T4 solo o en combinación con estra­
diol bajó los niveles plasmáticos de TSHa valores no detecta­

bles sin afectar el contenido hipofisario de esta hormona. Es­

to se explica ya que el "pool" circulatorio de TSHes aproxima­

damente 5%del "pool" intrapituitario de TSH, por lo tanto un

pequeño cambio a nivel hipofisario va a ser reflejado en gran­
des cambios de la hormona en circulación.

Independientemente de sus efectos mitogénicos, los estró­
. v . I . . .genos parecen estar involucrados en la economiahipofiso-tirOi­

dea en forma especifica-. Para poder confirmar esta hipótesis,

se determinó la Concentración hipofisaria de receptores de es­
tradiol en diversos estados tiroideos.

En animales eutiroideos o hipotiroideos, los estrógenos

aumentanel peso de la hipófisis, las proteinas hipofisarias y

el peso de la glándula tiroidea (220 y 221). En 1a Figura 5

se grafican los incrementos en la TSHplasmática 10 minutos

después de la administración por via endovenosa de TRH.Las
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TRH-TSH(°/oBASAL)

Figura 5. Incremento de 1a TSHplasmática 10 minutos después de la administra­

ción por vía endovenosa de TRH. La acción de los estrógenos aumen­

ta la respuesta de la TSH(p 0,05).



-58­

ratas tratadas con estrógenos tienen una mayor respuesta al

TRHque los animales control.

EFECTO DE LA T, SOBRE LA CONCENTRACION DE RE2

La estabilidad del receptor anterohipofisario de estra­
diol puede ser alterado bajo diferentes condiciones experimen­

tales (tiempo y temperatura de incubación, concentración de prg

teinas, concentracion óptima de carbón-dextrano) las que se han

esquematizado en las siguientes figuras.

RATA NORMAL

En la Figura 6, se observa la asociación de E2 (3H) a
los receptores totales en citosol de hipófisis de rata normal
en función de la temperatura de incubación. La máxima unión se

llevó a cabo a 22°C.

En la figura 7, se grafica 1a concentración de sitios rg
ceptores totales de animales normales en función del tiempo de

incubación a 1as_4 horas.

Considerando entonces como condiciones óptimas de incu­
I í t f I I t O 3bac1on 22°c/3 hs. se analizo la asoc1ac10n de estradiol ( H)

comouna función de la concentración de proteinas citosólicas,

demostrándose la linealidad de la unión especifica (Figura 8L.

Se determinó la concentración óptima de carbón dextrano

(Figura 9). A bajas concentraciones de carbón, permanecen en el
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Flgura 6. Asoc1a010nde H-E2a receptores hlpoflsarlos en func1on de la tempe­

ratura de incubación. Se realizó incubando una concentra­

ción saturante de 3H-E2a diferentes temperaturas.
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Figura 7. Asociacion de H-E2a receptores hipofisarios en función del tiempo

[3H]Ezunido(fmo|/mgprof.)

de incubación. Se realizó incubando con un único punto de saturación

a distintos tiempos.
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Figura 8- Unlon de H-E2a receptores hipofisarios en función de la concentra­

ción proteica en distintas diluciones del tejido. La resultante es

una recta de coeficiente de correlación r= 0.98.
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Figura 9- Unión de H-EZa receptores de hipófisis en función de distintas con­

centraciones de carbón-dextrano.



_63_

sobrenadante esteroide libre sin absorber derivando en valores

elevados de unión inespecifica.

A concentraciones demasiado altas el carbón compite con

el receptor por el esteroide disminuyendola unión especifica
3 . . . . ,( H)-estradiol a distintas concentrac1ones de carbon y una con­

centración de proteinas.

Aunque la unión especifica es lo que se desea determinar

es conveniente que el porcentaje de unión no especifica sea lo

mejor posible. Esto se obtuvo entre 1%y 4%de carbon, por lo

tanto, se eligió trabajar en lo sucesivo con una concetración

2% de carbón y 0,2% de dextrano.

Ya que los estrógenos interactúan también en forma di­

recta a nivel hipotalámico, seguramente a través de un mecanis­

mode retroalimentación, y, comocambios en la concentracion hi­

pofisaria de TSHpueden ser reflejo de alteraciones de TRHen

los núcleos hipotalámicos ,se consideró oportuno determinar los
sitios de unión del esteroide _3Hen las fracciones citosólicas
y nuclear de hipotálamo de estos animales. En forma similar a

lo que se realizó con el tejido hipofisario se incubaron mues­

tras de citosol y núcleo (200 }fl) de hipotálamo en presencia o
3ausencia de H - E lO nM (Figura 10y ll).2

Para el receptor anterohipofisario de estradiol se ob­
tuvo una tipica curva de saturación (Figura 12) (a)

La saturación del receptor a una concentración de E2 ­
(3H) correspondiente a 9 nMindica su limitada capacidad. A1



3h

[’H]EzunidofmoI/mgprof
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O°C |2° 22°
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Figura 10. Asociacion de H-E2 a receptores hipotalamicos en funcion de la tem­
o I n n I 3

peratura. Se rea11zo 1ncubando una concentrac1on saturante de H_E2

a diferentes temperaturas.
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Figura 11- ASOCiaCiÓnde H-EZ a receptores de hipotálamo en función del tiem­

po de incubación. Se realizó incubando con un único punto de satupg

ción a distintos tiempos.



-66­

o

029- o 8

023­

017­
8
'E 012­
:) oCv

,¿L -006­
nit

‘—’ 0-000
o 24 ¿1 Ja a'a
LD v. LD v- LD
"5 Ou C3 c? t?

l rn kb a) I:

Ezagregudo

3

Figura 12 a. Curva de saturación de 1a unión de H_E2a receptores hipofisa­
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analizar estos datos mediante la linealización de Scatchard

(Figura 12) (b), se obtuvo una constante de disociación Kd de

0,17 nMy un número de sitios de unión de 126 fmol mg. de pro­

teinas.

RECEPTORES DE ESTROGENOS EN EL CITOSOL DE HIPOFISIS

HIPOTIROIDISMO

Considerando comocontrol la rata eutiroidea, en una pri

mera etapa decidimos investigar si la privación de hormonasti­

roideas, es decir, si la rata hipotiroidea mostraba diferencias

en la concentración de receptores para estradiol en la glándu­

la hipofisaria. Se incubó una alícuota (200jll) de citosol con
una concentración saturante (10 mnol/l) de estradiol-(3H). Se

llevaron a cabo incubaciones paralelas con la hormonatritiada
diluida con un exceso de 500 veces de estradiol no radioactivo,

para obtener la unión hormona-receptor no-especifica.

Este valor fue rutinariamente restado a la unión total pg
ra alcanzar la unión especifica.

Se describen los sitios especificos de unión para estra­
diol en citosol de hipófisis de la rata normal (eutiroidea). En

la rata hipotiroidea la concentración del receptor para E2 fue
significativamente menor (P<:0,0l) respecto a los controles eu­
tiroideos.

El tratamiento con estrógenos, en todos los casos utili­

zamos el benzoato de E2, causó una leve disminución en los si­

tios de unión (P< 0,05); mientras que el tratamiento conIT4 in
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dujo un aumentosignificativo(IK0.01)en los niveles del recep­

tor de estradiol (Figura 13)

El análisis de Scatchard reveló una constante de afini­

dad (Kd) de 0,11 Ï 0,06 nmol/l en el grupo hipotiroideo sin tra

tar, que se mantuvo dentro del rango encontrado en los contro­

les eutiroideos (Kd) de 0,17 Ï 0,05 nmol/l.

RECEPTORES DE ESTROGENOS EN EL NUCLEO DE HIPOFISIS

Comoen el caso de los receptores citosólicos, la con­

centración del receptor en el núcleo de la hipófisis del ani­

mal hipotiroideo se encuentra significativamente disminuido

(Pg\0,01) en comparación con las ratas eutiroideas (Figural4) .
La administración de T estradiol o ambas hormonas simultáneas4’

fue seguido de un aumento en los niveles del receptor nuclear

(P\ 0,01) vs el animal hipotiroideo sin tratar. La Kden las ra
tas hipotiroideas sin tratar (1,87 Ï 0,22) no modificó signifi­
cativamente la respuesta de la rata control (2,87 Ï 0,097).

RECEPTORES DE PROGESTERONA EN EL CITOSOL DE HIPOFISIS

Comoes sabido, los estrógenos inducen la síntesis de

receptores de progesterona en los órganos blanco.

De manera que se determina el reéeptor hipofisario de

progesterona ya que se considera comoun marcador potencial pa­

ra las respuestas estrogénicas. En nuestros estudios se intentó
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Figura 13- EfeCtOS de T4 estradiol o ambas hormonas sobre la concentración de re­

ceptores para estrógenos en el citosol de hipófisis. Los valores son

. + a
el pr0m6d10 —DSde 12 ratas, P<:0,01 comparadas con las ratas euti­

. b c
r01deas (test de Duncan). P<;0,05, P<;0,01 comparadas con las ratas

hipotiroideas sin tratar (test de Dunnett).
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Figura 14. Efectos de T4 estradiol o ambas hormonas sobre los receptores para es­

trógenos en la fracción nuclear de hipófisis. Los valores son el pro­

. a . . .med1oÏ DSde 12 ratas. P<\0,01 comparadas con las ratas eut1r01deas;

P<: 0,05 comparadascon los animales hjpotiroideos sin tratar.
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correlacionar los receptores de progesterona en el citosol de

hipófisis con los receptores de estrógenos en el núcleo de hi­

pófisis, tomando comomodelo la rata tiroidea. En 1a Fi­

gura 15 se observa una marcada disminución del receptor de pro­

gesterona en la rata hipotiroidea en comparación con 1a rata

entiroidea control (P< 0,05). El tratamiento con T4 o T4 + E2
no fue eficiente en revertir el nivel del receptor de progeste­
rona.

RECEPTOR DE ESTRADIOL CITOSOLICO Y NUCLEAR DE HIPOTALAMO

Comose observa en 1a Figura 16 el hipotiroidismo no

modificó la concentración de receptores estrogénicos en el ci­

tosol del tejido hipotalámico, aunque la concentración nuclear

fue significativamente menor (P< 0,01) que en las ratas euti­

roideas. Sólo el tratamiento con T4 causó un moderado incremen­
to (P< 0,05) de los receptores de estrógenos citosólicos de las

ratas hipotiroideas. La T4, estradiol o ambas hormonasno tuvie­
ron efecto sobre el receptor nuclear del tejido hipotalámico.

Las-constantes de disociación no fueron afectadas por

el hipotiroidismo, ni en 1a fracción citosólica (Kd=0,096Ï

0,013 vs 0,10 i 0,08 nmol/l, en el grupo eutiroideo) ni en la

fracción nuclear (Kd = 0.21 Ï 0,05 vs 0,19 i 0,03 nmol/l).

Las ratas hipotiroideas tienen un mayor número de recep

tores hipofisarios de TRH, los cuales aumentan aún más luego

de la administracion de estrógenos (219). Es razonable especu­

lar que en ausencia de hormonastiroideas, la administración

de estrógenos pueda haber aumentado los receptores de TRHen
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la hipófisis y pueda haber contribuido a la liberación ya in­
crementada de TSH.

Esta interpretación parece consistente con los resulta­
dos descriptos, en que hemos mostrado que, en ausencia de hor­

monas tiroideas, los receptores para E2 en los núcleos de la
hipófisis se encuentran aumentados luego de la administración

de estrógenos. Sin embargo, esta hipótesis no explicaría la se­

creción acelerada de TSHen ratas hipotiroideas sin tratar, en

las cuales el nivel basal de los receptores nucleares de pitui­
taria, están marcadamentedisminuidos.

Además, la administración de estrógenos (incluyendo ben­

zoato de estradiol) es seguido de una caida en los receptores

dopaminérgicos en la anterohipófisis (222) y éso altera la velo­

cidad de recambio de la dopamina en el hipotálamo (223) así co­

mo la secreción de dopaminadentro del sistema porta-hipofisa­

rio (224). En forma similar, los receptores de dopamina duran­

te el hipotiroidismo se encuentran aparentemente disminuidos

quizás comoresultado de la deficiencia de hormonastiroideas.

Tales cambios en la concentración del receptor de DAse corre­

lacionan con la producción acelerada de TSHen el hipotiroidis­

modurante la administración de estrógenos.

Si bien se hace dificil sacar conclusiones sobre estos

datos, consideramos que la falta de hormonas tiroideas con­

tribuyen a «deprimir los receptores de estrógenos en la

glándula hipofisaria durante el hipotiroidismo, ya que la

administración de T4 a ratas hipotiroideas aumentan sig­
nificativamente la concentración de receptores de estrógenos en
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el citosol y núcleo de la glándula hipofisaria y en el cito­
sol de células hipotalámicas.

5. MODIFICACION DE LOS PARAMETROS TIROIDEOS POR EL EGF

5.1. RESULTADOS Y DISCUSION - EFECTO DEL EGF SOBRE LA SECRECION

IN VIVO DE TSH

Comoes sabido la infusión continua de TSHinduce una es­

timulación bifásica de TSH:

La primera se lleva a cabo dentro de los primeros S minu­

tos del comienzo de la infusión, llegando a un punto de satura­

ción aproximadamente a los 50-90 minutos, y la segunda fase, se

registra a partir de los 90 minutos, manteniéndose alta hasta

los 150 minutos (214). Este perfil de secreción de TSHestaria

asociado a la presencia de dos "pooles" hipofisarios de TSH,

quizás el primero responsable de la secreción y el segundo de
la sintesis hormonal.

Comoel rol de EGFsobre el eje hipófiso-tiroideo, y en

particular sobre la secrecion de TSH, aún no se conoce, tomamos

como patrón al TRHpara los estudios con EGF. Incluso por analo­

gía, bautizamos "prueba de EGF", que consiste en tomar muestras

de sagnre 10 minutos antes y lO minutos después de inyectar a la

rata, por via endovenosa EGF, y determinar asi el efecto de este

factor sobre la secreción plasmática de TSH(Figura 17 a).

Comopuede apreciarse en 1a figura, utilizamos una úni­
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niveles basales de TSH.
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ca concentración de TRH(Z/Ag/rata)que ya lo habiamos utiliza­

do anteriormente y 3 dosis diferentes de EGF (2/Ug, lO/Ag y 20

flg./rata). La concentración plasmática de TSHaumentó significa­
tivamente (Pg 0,05) luego de la inyección del TRH. La menor con

centración de EGF(Z/Ag/rata) no produjo cambios en la respues­

ta de TSHrespecto al basal; lO/¿g/rata de EGFindujo un aumen
to si bien reproducible, no fue significativo.

La concentración plasmática de TSHaumentó significativa­

mente (Pg_0,05) luego de la inyección de 20/¿g/rata de EGF. Tal
concentración de EGFrepresenta con exactitud la dosis equimo­

lar a la del TRH(10 -5M) (Figura 17 b).

INHIBICION "IN VIVO" DEL EFECTO DEL EGF POR T4

Se confirmó la acción del factor de crecimiento al tra­

tar con lOO/Ug/rata de T durante l hora a estos animales para4

suprimir la secreción de TSH.

Se tomaron muestras de sangre lO minutos antes y 10 minu­

tos después de la inyección endovenosa de TRHo EGPa estas ra­

tas tratadas con T4 (tabla 3). La acción de la T4 se hizo pre­
sente al inhibir no sólo la secrecion basal de TSH, sino la es­

timulada tanto por TRHcomo por EGF.

EFECTO DEL EGF SOBRE LA SECRECION IN VITRO DE TSH

Colocadas las hipófisis en el medio de incubación, al­

canzan el estado estacionario de secrecion después de 2 horas

de perifusión.
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TRH EGF

(°/o) BASAL IOO ¡oo

(°/o) EST|MULO l28 ¡49

¡oe ¡2|

¡30 ¡39

¡37 ¡58

¡oe |26

Tabla 3. Inhibición "in vivo" por T4 de la acción del EGFy del TRH.
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Luegode realizar los controles metodológicos (esti­

mulación por TRHo inhibición por T4), estudiamos el efecto
de diferentes concentraciones de EGFsobre la secreción hipo­

fisaria de TSH.Este factor se inyecta en la camarita que con­

tiene la glándula pituitaria en forma de un pulso, de manera

tal de alcanzar las siguientes concentraciones finales instan­
-ll -10 -9 -8

táneas: 10 10 , 10 y 10 M.(Figura 18).

En la figura 19 se muestra como ejemplo un experimento

tipo.
.. -8

La concentrac1on de 10 M es la que produce una mayor

estimulación en la liberación de TSHy la que garantiza el "pla

teau", en consecuencia se eligió esta concentración para reali­
zar nuevos experimentos.

El valor basal de TSHfue aproximadamente 30-33 ng/ml,

el cual fue expresado como el 100%y calculado como el prome­
dio de los valores correspondientes a las 6 primeras fracciones

recogidas.

La estimulación ocasionada por el factor de crecimiento

epidérmico en la secreción de TSHes dosis dependiente.10-11 M

de EGFno afectó los niveles basales de tirotrofina; 10-lo M

causó un aumento, aunque no fue significativo, 10-9 Mde EGF

produjo un pico aproximadamente 4 veces superior al valor ba­
sal de TSH.

Con la finalidad de estudiar la acción conjunta de TRH
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Figura 18. Efecto de diferentes concentraciones de EGFsobre la secreción de TSH

en hipófisis perifundidas.
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10'8 M EGF

10‘8 M TRH

Figura 19. Acción "in vitro" de EGF (10-8 M) ó TRH(10’8 M) 5°bre la secrECión hi“

pofisaria de TSH.
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8-8 M) y de EGF (10- M), se incubaron individualmente las(10

glándulas anterohipofisarias en presencia de ambospépticos

(Figura 20). El EGF inyectado en combinación con el TRHno

modifica el efecto estimulatorio de la neurohormona.

Por otra parte, sabemos que el TRH es un agente de es­

timulación fisiológica no sólo de la tirotrofina, sino también
de la prolactina.

Decidimos entonces, estudiar si el EGFes capaz de afec­

tar la liberación de Prl como lo hace con la TSH. En la Figura

21 confirmamos el efecto estimulador del TRH(10-8 M) tanto so­

bre la secreción de TSHcomo de Prl. Sin embargo, el EGF (lO-8M),

dosis suficiente comopara estimular la liberación de tirotrofi­
na, no alteró el perfil de secreción de prolactina. (Figura 22).

INHIBICION IN VI'I'RO DEL EFECTO DE EGF POR TA
'2

Se confirmó la acción del factor de crecimiento al tra­

tar con 100}Jg./rata de T durante l hora a estos animales, pg4

ra suprimir la secreción de TSH.

Se colocaron los tejidos en el sistema de perifusión

(materiales y métodos), y se examinó la respuesta de las hipó­
fisis suprimidas a la concentración de EGFque causa una máxima

respuesta de TSH(Tabla 4). La acción de la T4se hizo presente
al inhibir no sólo la secrecion basal de TSH, sino la estimu­

lada por TRHcomo por EGF. Estos datos completan, en parte, lo
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Figura 20. Acción conjunta de TRHy de EGFsobre 1a secreción de TSH. Se incubaron

individualmente las glándulas hipofisarias a igual dosis de ambospép­

tidos.
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Figura 21. Efecto del TRH(10-8 M) sobre la secreción de TSHy Prl en hipófisis

perifundidas.
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M de EGF.



TRH EGF

(°/o) BASAL IOO ¡oo

(°/o) ESTIMULO ¡44 ¡oe

¡27 ¡s3

94 9|

¡03 ¡02

||6 ¡29
¡05 ||8

Tabla 4. Inhibición "in vitro" de 1a acción del EGFy del TRHpor 1a T4,
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observado en experimentos anteriores, acerca de un cierto

grado de especifidad en cuanto a la acción del EGFsobre la

secreción hipofisaria de TSH.

l Estimulación del EGFsobre la secreción de TSHin vi­
V

vo e in vitro.

2) Inhibición por T4 de la activación del EGFsobre la
secreción de TSH.

3
V Estimulación por EGFde la secreción de TSHy no de

Prl.

Estos datos constituyen una fuerte evidencia en favor

de postular al factor de crecimiento epidérmico (EGF) comoun

posible regulador de ciertas funciones endócrinas.

Unaposible explicación a la estimulación de la libera­

ción de tirotrofina por el factor de crecimiento podria ser,

en parte, la sugerencia de Kaji y Hinkle (185) respecto a la inhi­

bición de la producción de hormona de crecimiento por el EGF.

Estos autores demostaron que el EGFdeprime los recep­

tores hipofisarios de T3, indicando una relación temporal con­
sistente con la idea que la reducción de la producción de GH­

inducida por T , es causada por la reducción en los receptores
3

de T3. En forma similar, podria ser que si el EGFdisminuye los
receptores hipofisarios de T se frene el mecanismode retroa­3'
limentación y como consecuencia, aumente la salida de TSHa la
circulación.
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Sin embargo, consideramos que el tiempo necesario

para que el EGFmodule los receptores de T3 y luego incremente
la liberación de TSHes mayor que el tiempo en que observamos

en este estudio, que el EGFestimuló la secreción de tirotrofi­

na (10 minutos); otra alternativa seria que el EGF"comparta"

los sitios de acción con el TRH.Queda descartada en principio

esta posibilidad ya que cuando se inyectaron ambos péptidos en

las camaritas conteniendo las hipófisis, la respuesta del EGF

no se comportó en forma sinérgica con la del TRHes decir, no

afecta la estimulación de la neurohormona<Figura20). La inter­

pretación que más nos satisface es que el EGFactuariaaanivelde

un secretagogo. Dado el tiempo rápido en que actúa el.EGF¿anivel

de la secreción de TSH, nos inclinamos a pensar que el calcio es­

taria involucrado facilitando tal acción.
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6.CONCLUSION

La información obtenida durante el desarrollo de esta

Tesis nos permite postular al estradiol y al factor de creci­
miento epidérmico comomolduladores de la regulación de la
liberación de la hormonatirotrófica.

Comose ha visto en la introducción, además del TRHy

las hormonastiroideas, existen otros factores de regulación

de la secreción hipofisaria de TSH,ya sea que actúan directa­

mente sobre la pituitaria o indirectamente, modulandola ac­

ción del TRHa nivel hipotalámico o el efecto de las hormonas

tiroideas a nivel de la glándula tiroides.

Se ha podido responder a los interrogantes planteados

comoobjetivos de esta manera:

En la primera etapa, en cuanto a la acción del estra­

diol, confirmamos el rol de esta hormonasobre los niveles

circulantes de TSHhallando que los receptores para E2 locali­
zados en la hipófisis estaban disminuidos en el hipotiroidis­

mo, y que las hormonas tiroideas(T4) podían restablecer el ni
vel de dichos receptores.

Así comoel estradiol aumenta los receptores hipofisa­

rios de TRHen el hipotiroidismo, de manera proporcional, el

estradiol aumenta sus propios receptores en el núcleo de la

hipófisis del animal hipotiroideo.
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En la segunda etapa, en cuanto a la acción del factor

de crecimiento epidérmico, demostramos en forma original, que

el EGFaumenta la secreción de TSH, tanto in vivo como in vi­

tro mientras que, fue incapaz de modificar la secreción de Prl,
al menos en las condiciones experimentales en que realizamos es­
te estudio.

En sintesis, los datos volcados en esta tesis apoyan la

idea de una interrelacion molecular dirigida a regular la eco­

nomia tiroidea, ya sean moléculas de estructura proteica (EGF)

o bien esteroideas (E).

WWW?
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Adenilato ciclasa

Acido desosiribonucleico

Adenosin monofosfato

Adenosin monofosfato cíclico

Dibutiril-adenosin monofosfatoci­
clico.
Acido ribonucleico

Adenosintrifosfato

Dopamina

Estrógenos
Estradiol
17 - estradiol

Factor de crecimiento epidérmico
Acido - aminobutirico.

Hormonade crecimiento

Agua osigenada

Acido iopanoico

Yodo

Constante de asociación

Constante de disociación

Tasa de depuración Metabólica

Prostaglandina El
Propil tiouracilo
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Prolactina

Receptor citosólico

Receptor nuclear

Receptor citosólico de estrógenos

Receptor nuclear de estrógenos
Triodotironina

Tiroxina

Globulina ligadora de tiroxina
Hormona liberadora de TSH

Tirotrofina
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