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Resumen

Los prolactinomas son los adenomas hipofisarios mas frecuentes y se caracterizan por
presentar una hiperplasia e hipertrofia de lactotropos y una secrecién excesiva de PRL.
Aproximadamente entre un 15% de los tumores hipofisarios hipersecretores de PRL no
responden a un tratamiento con agonistas de la DA, son considerados resistentes y para su
tratamiento adn no existen terapias médicas alternativas. Dado que alteraciones en la
expresion de diversos miembros de la familia TGF{ afectan la diferenciacion y proliferacion del
lactotropo, favoreciendo el desarrollo de un prolactinoma, el objetivo de la presente Tesis fue
estudiar el rol de TGFB1 y activinas en tres modelos experimentales de prolactinoma: 1)
ratones deficientes en el receptor dopaminérgico D2 (Drd2-/-); 2) ratones con sobreexpresién
de la subunidad B de hCG (hCGp); y 3) ratas tratadas cronicamente con estrégenos, con el
objetivo de comprender la funcionalidad de estos componentes en la tumorogénesis hipofisaria
y en las diferencias sexuales encontradas en la aparicion de este fenotipo. Demostramos que
una disminucion en la actividad de TGFB1 en hipdfisis de hembras hCGB+ se encuentra
involucrada en el desarrollo de prolactinomas en este grupo. Mas aun, demostramos que un
tratamiento in vivo en hembras hCGB+ que logra recuperar los niveles de TGFB1 activo en
hipofisis, logra prevenir el desarrollo tumoral y normalizar los niveles séricos de PRL.
Postulamos que una disminucién de activinas hipofisarias en hembras hCGp+ y Drd2-/-(ko)
estaria involucrada en el desarrollo de prolactinomas y evidenciamos que la disponibilidad de
activinas se encuentra regulada de modo diferencial en dichas hipdfisis, encontrandose
comprometida por union a FST288 en hembras hCGB+ y el antagonismo por inhibinas en
hembras ko. Asimismo, proponemos que la mayor expresion hipofisaria de los componentes de
los sistemas inhibitorios TGFB1 y activinas-inhibinas en machos podrian estar protegiendo a
este sexo del desarrollo de un prolactinomas en ambos modelos murinos. Por ultimo,

demostramos que, luego de una OVX, no solo se ven modificados los niveles de estrogenos y
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progesterona circulantes, sino que también se modifica fuertemente la expresién hipofisaria del
sistema activinas-inhibinas en los 3 modelos experimentales utilizados, evitando el desarrollo
tumoral y, por ende, posicionando a las activinas como un importante sistema inhibitorio de la

proliferacion del lactotropo, asi como también de la sintesis y secreciéon de PRL.

Palabras clave: Hipdfisis, prolactinoma, prolactina, TGF1, activinas, inhibinas.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

Mg Microgramo

pl Microlitro

pm Micro molar

ACTH Hormona Adenocorticotropa

ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc ADN copia

ALK Quinasa similar al receptor de activina (por Activin receptor-like-kinase)
ANOVA Andlisis de la varianza

ARN Acido ribonucleico

ARNasa Ribonucleasa

ARNmM ARN mensajero

BSA Seroalbumina bovina

C Grado Celsius

cpm Cuentas por millon

CT Ciclo umbral

DA Dopamina

DAB 3,3'-diaminobenzidina

DES Dietilestilbestrol

dNTP Desoxirribonucleo6tidos trifosfato

Drd2™" Ratones deficientes en el receptor dopaminérgico D2
DTT Ditiotreitol

E2 Estradiol

EA Albumina de huevo

EDTA Acido etilendiaminotetra-acético

ELISA Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas
ESM Error estandar de la media

FSH Hormona estimulante de foliculos

FSHpB subunidad  de FSH

FST Folistatina

g Gramos

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
GH Hormona de crecimiento

GnRH Hormona liberadora de gonadotrofinas
GnRHR Receptor de GnRH

hCG Gonadotrofina coriénica humana
hCGB+ Ratones con sobreexpresxién de la subunidad B de hCG
HPLC Cromatografia liquida de alta resolucion
HRP Peroxidasa de rabanito

hs Horas

IgG Inmunoglobulina gamma

IHQ Inmunohistoquimica

ip Intraperitoneal

kDa Kilo Dalton

kg Kilogramo



Abreviaturas

ko

LAP
LH
LHB
LLC
LTBP
MEC
mg
min
ml
mM
ng
NIH
ns
OVX
P4
pb
PBS
PBS-T
PCR
Pg
PHDA
PM
PRL
pSMAD
RD2
RIA
rpm
RT
SD
SDS
SLC
SMAD
TGFB
TH
THDA
TIDA
TSH
TSP1
u.a.
uv
VS.
wb
wt

knock out

Litro

Proteina asociada de latencia

Hormona luteinizante

Subunidad B de LH

Complejo Latente mayor (por Large latent complex)
Proteina de union a TGFp latente

Matriz extracelular

Miligramo

Minutos

Mililitro

Milimolar

Nanogramo

Instituto nacional de la salud de los Estados Unidos
No significativo

Ovariectomia

Progesterona

Pares de bases

Buffer fosfato salino

PBS con Tween 0,05%

Reaccion en cadena de la polimerasa
Picogramo

Neuronas periventriculares hipofisarias dopaminérgicas
Peso molecular

Prolactina

SMAD fosforilada

Receptor de dopamina tipo 2
Radioinmunoanalisis

Revoluciones por minuto

Retro transcripcién

Sprague Dawley

Do decil sulfato de sodio

Complejo Latente menor (por Small latent complex)
Small Mothers Against Decapentaplegic

Factor de crecimiento transformante 3

Tirosina hidroxilasa

Neuronas tuberohipofisarias dopaminérgicas
Neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas
Hormona liberadora de tirotropina
Trombospondina 1

Unidades arbitrarias

Ultravioleta

Versus

Western blot

Wild type (salvaje)
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EJE HIPOTALAMO - HIPOFISARIO

El eje hipotalamo-hipofisario es un sistema que contribuye a mantener el
equilibrio del organismo a través de la integracién de sefiales provenientes del
medio externo e interno. Este sistema ejerce su regulacion mediante la
produccion y liberacién de hormonas o neurohormonas que, luego de alcanzar
sus oOrganos blanco, controlan procesos que van desde el crecimiento, la
reproduccion y la lactancia hasta el balance hidrico y el metabolismo energético
(Lechan & Toni, 2000).

La glandula hipdfisis se encuentra en la base del cerebro, en una cavidad del
hueso esfenoides, denominada silla turca. En esta glandula pueden
diferenciarse anatomicamente 2 I6bulos de diferente origen embrioldgico: el
I6bulo anterior o adenohipofisis, y el I6bulo posterior o neurohipdfisis. La
neurohipdfisis incluye la pars nervosa, el tallo infundibular y la eminencia
media. La pars nervosa estad formada por terminales axoénicas de neuronas
hipotalamicas, cuyos somas se sitGan en los ndcleos supradptico y
paraventricular. Estas neuronas sintetizan principalmente oxitocina y
vasopresina, dos neurohormonas que son transportadas por los axones que
atraviesan la eminencia media y el tallo infundibular, hasta la hipéfisis posterior
donde son almacenadas en las terminales y finalmente secretadas frente a

estimulos especificos (Figura 1).

Glindula pineal r J \ . o \
& \

\\ Hypothalamus
N \
L — Cerebro \

Hipofisis S

Anterior \-\

\ Hipdfisis
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Figura 1. Esquema de localizacion de la glandula hipéfisis. Imagen tomada y modificada de
Ross y Pawlina, Histologia, Texto y atlas color con biologia celular y molecular. Editorial Médica
Panamericana, 6ta Edicion.
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Introduccién general

La adenohipdfisis puede dividirse anatobmicamente en tres zonas: la pars
distalis que comprende la mayor parte del I6bulo anterior de la glandula, la pars
tuberalis que rodea el tallo infundibular y la pars intermedia que, si bien en
otras especies aparece mas diferenciada, en humanos no forma una estructura
anatomica per sé, sino que permanece como células dispersas dentro de la
pars distalis.

En la adenohipofisis pueden distinguirse cinco tipos celulares principales que
se especializan en la produccién y secrecién de hormonas que actian como
mensajeros en distintas partes del organismo; los lactotropos secretan
prolactina (PRL), los somatotropos liberan hormona de crecimiento (GH), los
corticotropos producen hormona adenocorticotropa (ACTH), los tirotropos
secretan hormona tirotropica (TSH) y los gonadotropos son los responsables
de la produccién y secrecidbn de las hormonas gonadotroficas: hormona
luteinizante (LH) y hormona foliculoestimulante (FSH). Otro tipo celular
presente en la glandula corresponde a las células foliculo estrelladas, no
secretoras de hormonas, pero que sintetizan numerosos factores con funciones
autocrinas, y paracrinas (Lechan & Toni, 2000).

La glandula hipofisis posee regulacion hipotalamica a través del sistema portal

hipotalamo-hipdfisis (Figura 2).

Células neurosecretoras
hipotalamicas

Sistema porta
hipotalame-hipofisario

Neurohormonas

Células
secretoras
de hormonas

Neurohipofisis

Hormonas
adenohipofisarias

Circulacion general

Figura 2. Esquema del sistema portal hipotdlamo-hipofisario. Imagen tomada y modificada
de Ross y Pawlina, Histologia, Texto y atlas color con biologia celular y molecular. Editorial
Médica Panamericana, 6ta Edicion.

2

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Introduccién general

Este sistema portal permite una comunicacién fluida y directa entre el
hipotalamo y la hipofisis, ya que muchos de los factores producidos en ndcleos
pertenecientes al hipotalamo son liberados a este sistema de circulaciéon portal,
brindando una regulacién positiva o negativa sobre la secrecion de las
hormonas adenohipofisarias. Por otro lado, un sistema portal de vasos cortos
media la comunicacién entre la neurohipofisis y la adenohipdfisis (Grattan,
2015).

A lo largo de este trabajo nos centraremos en la funcionalidad y regulacion de
las células de la hipofisis anterior especializadas en la produccién y secrecion

de prolactina: los lactotropos.

PROLACTINA (PRL)

La prolactina es una hormona polipeptidica sintetizada y secretada
principalmente por los lactotropos. Fue descripta por primera vez en el afio
1930 por Riddle y colaboradores, y su nombre se debe a su habilidad para
promover la proliferacion de la glandula mamaria y la lactancia en respuesta al
estimulo de succion (Riddle, Bates, & Dykshorn, 1933). Ademas de la glandula
hipofisaria, la PRL es sintetizada en diferentes sitios como el miometrio uterino,
la decidua placentaria y diversas células del sistema inmunoldgico, entre otros
(Freeman, Kanyicska, Lerant, & Nagy, 2000). Esta hormona actla de manera
pleiotrépica, a través de su interaccibn con receptores especificos de
membrana que se encuentran ampliamente distribuidos en el organismo,
contribuyendo a la homeostasis y ejerciendo diversos efectos biolégicos, como
el control de la funcion reproductiva, el metabolismo y crecimiento, la
inmunorregulacion, la osmorregulacion y el comportamiento (Bole-Feysot,
Goffin, Edery, Binart, & Kelly, 1998).

REGULACION DE LA SECRECION DE PRL

Los lactotropos poseen una elevada actividad secretoria intrinseca de PRL.
Por este motivo la dopamina hipotalamica, su principal factor regulador, es de
caracter inhibitorio. Al no haber un 6rgano blanco endocrino discreto, la
regulacion de su secrecion carece de un sistema de retroalimentacion negativo

clasico y, en su lugar, es regulado por un mecanismo de retroalimentacion
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corto, en donde es la misma PRL la que estimula la secrecién hipotalamica de
dopamina.

La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico que se produce en
todo el Sistema Nervioso Central (SNC). La tirosina hidroxilasa (TH) es la
enzima limitante de su produccion y es la encargada de convertir la L-tirosina
en el L-DOPA, la cual es convertida finalmente en dopamina por la enzima
descarboxilasa de aminoacidos aromaticos o L-DOPA descarboxilasa (Moore,
1987) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema de la sintesis de DA. Imagen tomada de Bahena et al. (Bahena-Trujillo R,
Flores G, 2000).

Existen tres poblaciones principales de neuronas dopaminérgicas que
participan en la regulacion de la secrecion de PRL. Estas neuronas se ubican
en los nucleos paraventricular y arcuato del hipotdlamo. Estas tres poblaciones
neuronales, si bien difieren en la anatomia de sus proyecciones, actian en la
adenohipofisis como una unidad funcional inhibitoria de la secrecion de PRL.

Las neuronas tuberoinfundibulares (TIDA) son la principal fuente de dopamina
gue recibe la hipdfisis, y se proyectan desde el nlcleo arcuato dorso medial
hacia la zona externa de la eminencia media, produciendo una descarga
clasica de neurotransmisor hacia el espacio perivascular que rodea los

capilares del sistema porta-hipofisario (Peters, Hoefer, & Ben-Jonathan, 1981).
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Por su parte, las neuronas tubero-hipofisarias (THDA) y periventricular-
hipofisarias (PHDA) se proyectan desde la cara rostral del nucleo arcuato y
desde el nucleo periventricular respectivamente, hacia el I6bulo intermedio y la
neurohipdfisis, alcanzando la adenohipodfisis a través de los vasos portales
cortos (Holzbauer & Racke, 1985);(Goudreau, Lindley, Lookingland, & Moore,
1992).

Los efectos fisiologicos de la dopamina estdn mediados por cinco subtipos
diferentes de receptores pertenecientes a la superfamilia de receptores de siete
pasos transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs). Los receptores del
subtipo D1 (RD1 y RD5) se acoplan a la proteina Gs promoviendo la activaciéon
de la adenilato ciclasa; mientras que los del subtipo D2 (RD2, RD3 y RD4) se
encuentran acoplados generalmente a una proteina Gi, inhibiendo la adenilato
ciclasa y la via de la proteina quinasa A (PKA), al mismo tiempo que activan los
canales de potasio (K*), dando como resultado una disminucién de Ca?* y AMP
ciclico (AMPc) intracelular (Missale, Nash, Robinson, Jaber, & Caron, 1998).

En hipdfisis el principal receptor de dopamina es el tipo 2 (RD2), con alta
expresion en células lactotropas (Gonzalez-lglesias, Murano, Li, Tomic, &
Stojilkovic, 2008). La dopamina liberada por el hipotalamo impacta sobre los
receptores RD2 y regula negativamente la sintesis y secrecion de PRL, al
mismo tiempo que inhibe la proliferacién de los lactotropos. Es por esto, que
ratones deficientes en el receptor RD2 (Drd2”-) desarrollan hiperplasia de
lactotropos e hiperprolactinemia (Kelly et al., 1997).

Si bien la regulacion de la sintesis y liberacion de PRL es principalmente
hipotalamica e inhibitoria, existen factores que promueven su secrecion. Entre
ellos, se encuentran los estrogenos que actian como un potente estimulador
de las funciones del lactotropo.

El estradiol (E2) actlua tanto a nivel hipotalamico como a nivel hipofisario,
regulando la sintesis y secrecion de dopamina y prolactina, respectivamente.
En el hipotdlamo, el E2 inhibe a la funcién de las neuronas TIDA y regula
negativamente la expresion y actividad de la tirosina hidroxilasa (TH) (Morrell et
al., 1989);(Pasqualini, Guibert, & Leviel, 1993), logrando asi una disminucién de
la liberacion de dopamina al sistema hipotalamo-hipofisario (CRAMER,
PARKER RICHARD.C, & PORTER, 1979), provocando un aumento en la
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secrecion de PRL. A nivel hipofisario, el E2 aumenta la proliferacion de los
lactotropos, favorece la conversion de somato-mamotropos a lactotropos puros,
y promueve un aumento en la sintesis de PRL por estimulacién génica (Scully
et al., 1997). Las acciones estrogénicas son claramente contrarias a las de la
dopamina, y del balance entre ambos factores depende, en gran parte, la
regulacion de la funcion de los lactotropos.

Sin embargo, existen a su vez, acciones mediadas por otros factores intra-
hipofisarios e hipotalamicos que regulan la funcion de los lactotropos de
manera paracrina y autocrina (Denef, 2008). Algunos de los mecanismos
reportados corresponden a la PRL misma, la oxitocina, el acido gamma-
aminobutirico (GABA) y diversos miembros de la familia de factores de
crecimiento transformante beta (TGFB) tales como TGFB1, TGFB3, activinas,
inhibinas y FGF-2 (Schwartz, 2000). Ademas, si bien el principal control
hipotalamico de la secrecion de prolactina es inhibitorio, éste se encuentra
balanceado por diversos factores estimuladores, tales como el péptido
intestinal vasoactivo (VIP) y la hormona liberadora de tirotropina (TRH) (Figura
4).
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Figura 4. Esquema de laregulacion de la secrecion de PRL. Imagen tomada y modificada
de Ben-Jonathan et al. (N Ben-Jonathan & Hnasko, 2001).
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Todos estos mecanismos de regulacion mencionados convergen
simultdneamente sobre los lactotropos y determinan la actividad secretora y
proliferativa final de estas células adenohipofisarias. El correcto funcionamiento
de estos mecanismos resulta de suma importancia para mantener la
homeostasis de la glandula, dado que la proliferacion descontrolada de los
lactotropos resulta en la formacion de prolactinomas, los adenomas hipofisarios

mas frecuentes.

ADENOMAS HIPOFISARIOS

Los adenomas hipofisarios son las neoplasias mas frecuentes de la region
selar, representan un 15% del total de los tumores intracraneales y su
prevalencia en la poblacién es de 1/1000 (Mete, Cintosun, Pressman, & Asa,
2018). Estos adenomas son considerados tumores benignos de proliferacion
lenta y uniforme vy, si bien en algunos casos se vuelven invasivos y altamente
proliferativos, solo se definen como verdaderos carcinomas aquellos que
presentan metastasis craneo-espinal y/o sistémica, lo cual ocurre con una
incidencia de menos del 0,5% de entre todos los tumores hipofisarios (Kovacs,
Horvath, & Vidal, 2001). Clinicamente, dependiendo del grado de aumento de
tamafo, estos adenomas pueden manifestarse con sintomas que van desde
ligeros dolores de cabeza hasta severas complicaciones visuales, ambas
producto del efecto de masa del tumor que puede causar dafo en los tejidos
adyacentes por compresion. En su mayoria, estos tumores traen aparejada una
desregulacion en la secrecion de hormonas, provocando cambios en la
homeostasis del cuerpo (Farrell, 2006).

Los adenomas hipofisarios pueden derivar de la proliferacion descontrolada
de cualquiera de los tipos celulares secretores de la adenohipdfisis. De
particular interés para esta tesis son los prolactinomas, adenomas hipofisarios

hipersecretores de la hormona PRL.

PROLACTINOMAS

Los prolactinomas son los adenomas hipofisarios mas frecuentes (alrededor
del 40%) y se caracterizan por presentar una hiperplasia e hipertrofia de
lactotropos y una secrecion excesiva de PRL (Gillam, Molitch, Lombardi, &
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Colao, 2006). Su incidencia es mayor en la poblacion adulta joven (18 a 35
afios) y tiende a disminuir con la edad (Mete et al., 2018). A su vez, su
aparicion difiere entre ambos sexos, afectando en mayor medida a mujeres en
edad reproductiva, siendo esta diferencia equiparada entre ambos sexos recién
a partir de la cuarta y quinta década de vida (Mindermann& Wilson,
1994);(Colao et al., 2003).

Debido a las diferencias sexuales en la sintomatologia, en las mujeres estos
adenomas suelen detectarse con mayor frecuencia como microprolactinomas,
ya que los sintomas de alteraciones del ciclo menstrual y/o galactorrea
permiten una deteccion temprana en comparacion con aquellos sintomas de
detecciéon tardia que suelen presentar los hombres en su primer consulta,
relacionados directamente con el tamafo tumoral, indicando la presencia de un
macroprolactinoma (Fainstein Day et al., 2010). Estos ultimos representan un
10% del total de los prolactinomas encontrados en la clinica (Wong, Eloy,
Couldwell, & Liu, 2015b).

HIPERPROLACTINEMIA. TRATAMIENTOS

Junto al desarrollo de un prolactinoma, deviene un aumento desmedido en la
sintesis y secrecion de PRL al torrente sanguineo que puede provocar, entre
otros sintomas, infertilidad, asi como también ausencia, prolongacién o
acortamiento de la menstruacion y una reduccién en la actividad de ovarios y
testiculos que reduce la produccion de hormonas sexuales masculinas y
femeninas generando hipogonadismo (Bachelot & Binart, 2007);(Nira Ben-
Jonathan, LaPensee, & LaPensee, 2008).

Los objetivos principales de los tratamientos ante la aparicion de un
prolactinoma son: normalizar los niveles de prolactina en sangre, restaurar la
fertilidad, reducir el tamafio del tumor y mejorar los sintomas del
hipogonadismo (Seilicovich et al., 2005);(Gillam et al., 2006);(Schlechte, 2007).

El diagndstico de este tipo de tumor es ante todo clinico y se confirma por una
resonancia magnética hipofisaria. Durante mucho tiempo, la cirugia
transesfenoidal fue el tratamiento de primera linea, ya que presentaba un
elevado indice de efectividad con una remision de un 50-75% de los casos
(Arafah, Kailani, Nekl, Gold, & Selman, 1994);(Castinetti & Brue, 2010).
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Asimismo, la radioterapia fue ampliamente utilizada, pero conforme la medicina
avanz0, comenzaron a utilizarse abordajes alternativos menos invasivos,
dejando a la radioterapia como un tratamiento de tipo adyuvante (Arafah &
Nasrallah, 2001). Actualmente, la prevalencia indica que hace ya méas de 40
afios, un tercio de los tumores hipofisarios secretores de PRL son abordados
de manera farmacoldgica (Mete et al., 2018).

Como se menciond previamente, la principal via de regulacién de la secrecion
de PRL es la accién tonica inhibitoria por DA. En general, los prolactinomas
conservan la capacidad de respuesta a esta accion inhibitoria, razén por la cual
estos tumores son tratados efectivamente con agonistas dopaminérgicos del
RD2. En la actualidad estas drogas representan el pilar del tratamiento de los
prolactinomas en la clinica (J. K. Liu & Couldwell, 2004);(Colao& Savastano,
2011).

A lo largo de los afios se han utilizado distintos agonistas dopaminérgicos,
uno de ellos es la bromocriptina, utilizada durante 30 afios con excelentes
resultados, pero con numerosos efectos secundarios. Actualmente, en la
mayoria de los casos, este tratamiento ha sido reemplazado por la cabergolina,
debido a que recupera de modo mas eficiente los niveles normales de PRL y
los ciclos ovulatorios con efectos secundarios menos frecuentes y menos
severos que la bromocriptina (Webster et al., 1994);(Di Sarno et al., 2001);(dos
Santos Nunes, El Dib, Boguszewski, & Nogueira, 2011). A la fecha, existen a
otros agonistas dopaminérgicos cuya eficacia ha sido demostrada clinicamente
(pergolida, quinagolida y lisurida), sin embargo, no son del todo recomendados
por los efectos secundarios que producen como en el caso de la pergolida o
bien, no estdn aprobados aun por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (Food and DrugAdministration-FDA-)
para su uso en el tratamiento de prolactinomas (quinagolida, lisurida) (Wong,
Eloy, Couldwell, & Liu, 2015a);(Wong et al., 2015b).

PROLACTINOMAS RESISTENTES A AGONISTAS
DOPAMINERGICOS (DARPS)

Aproximadamente entre un 15-20% de los tumores hipofisarios
hipersecretores de PRL no responden a un tratamiento con agonistas de la DA
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y son considerados resistentes. El tratamiento para este tipo de prolactinomas
sigue siendo un desafio, y si bien en estos casos suele utilizarse un abordaje
multimodal, en muchos casos estos no resultan efectivos y los niveles de PRL
no logran ser del todo normalizados (Musolino & Passos, 2005). Los abordajes
mas utilizados incluyen una sustitucion o aumento de la dosis de la droga en
cuestion, una cirugia transesfenoidal y/o radioterapia, siendo el uso de esta
altima el mas controvertido ya que conlleva respuestas lentas y riesgos
elevados para el paciente que van desde la posibilidad de desarrollar
hipopituitarismo y dafio al nervio éptico, hasta efectos neurolégicos secundarios
no deseables y desarrollo de neoplasias secundarias (Wong et al., 2015b).

Los mecanismos que desarrollan esta resistencia no se encuentran del todo
elucidados y las respuestas entre pacientes suelen ser variadas; mientras que
algunos de ellos reducen el tamafio tumoral pero son incapaces de
normalizarlos niveles de PRL en circulacién, otros manifiestan incapacidad en
reducir el tamafio del tumor adn en presencia de concentraciones sanguineas
normales de hormona (Anagnostis et al., 2012). Asimismo, no existe un
consenso sobre cudl es la dosis maxima de agonista a la cual considerar a los
tumores como resistentes (Oh & Aghi, 2011).

Por esta razon, es de primera necesidad para los pacientes con DARPs la
elucidacion de los mecanismos subyacentes a la patogénesis en el desarrollo
de estos prolactinomas, su dimorfismo sexual, asi como también la busqueda

de nuevos blancos terapéuticos (Gillam et al., 2006).

FACTORES DE CRECIMIENTO Y ADENOMAS HIPOFISARIOS

Es sabido que la ausencia o sobreexpresion de diversos factores de
crecimiento, o la de sus receptores, afectan la diferenciaciéon y proliferacion del
lactotropo impactando de manera directa en el microambiente tumoral,
favoreciendo el desarrollo de un prolactinoma (Vasilev, Daly, Vroonen,
Zacharieva, & Beckers, 2011). Se ha demostrado que tanto el factor de
crecimiento fibroblastico tipo 2 (FGF2), como el gen transformante
tumoral hipofisario (PTTG) y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)

son algunos de los factores postulados que podrian estar relacionados al
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proceso de tumorogénesis hipofisaria (C Cristina et al., 2005);(Carolina Cristina
et al., 2007).

Es asi, como dentro de este marco, cobran importancia los miembros de la
familia de TGFB. Estos factores, son sintetizados de manera local en la
hipofisis y su participacion en la regulacion del ciclo celular, apoptosis,
angiogénesis y biosintesis de componentes de la matriz extracelular (MEC) ha
permitido relacionarlos con los mecanismos involucrados en el desarrollo de

estos adenomas.

MIEMBROS DE LA FAMILIA TGFB: SU ROL EN HIPOFISIS

Los miembros de la familia de TGFB poseen una expresion ubicua en el
organismo y cumplen funciones de vital importancia en la embriogénesis, el
desarrollo y la homeostasis de tejidos adultos, siendo por ello indispensables
para la vida. Pertenecen a esta familia los factores de crecimiento
transformante B (TGFBs), las activinas e inhibinas, las proteinas morfogénicas
del hueso (BMPs), los factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs) y la
hormona antimulleriana (AMH), entre otros (Massague, 1990).

En mamiferos, pueden encontrarse tres isoformas del factor de crecimiento
transformante B: TGFB1, TGFB2 y TGFB3. En hipdfisis, estas citoquinas son
sintetizadas por diversos tipos celulares y secretadas a la matriz extracelular
como precursores inactivos. Para ser funcionales, estas citoquinas requieren
de un delicado proceso denominado activacién biolégica.

TGFB1 participa en el desarrollo hipofisario, ejerciendo un control inhibitorio
en la funcionalidad de los lactotropos, su proliferacion y secrecion de PRL (S.
Hentges, Pastorcic, De, Boyadjieva, & Sarkar, 2000);(D K Sarkar, Chaturvedi,
Oomizu, Boyadjieva, & Chen, 2005). Recientemente, ha sido demostrado que
la actividad hipofisaria de TGFB1 se encuentra disminuida en modelos
experimentales de prolactinomas y que dopamina y estradiol no solo regulan la
sintesis de esta citoquina sino que también modulan el proceso de regulacion
de su activacion (Recouvreux, Guida, Rifkin, Becu-Villalobos, & Diaz-Torga,
2011);(Recouvreux et al., 2013).

Por otro lado, las activinas, al igual que TGFB1, son también sintetizadas

como precursores inactivos y dependen de su correcta activacion para poder
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ejercer su funcién bioldgica inhibitoria en la proliferaciéon de diversos tipos
celulares hipofisarios (Lacerte et al., 2004);(J.-J. Lebrun, 2009). Las funciones
locales de esta citoquina en hipdfisis son, a su vez, moduladas en forma
autocrina y paracrina por inhibina y folistatina (FST) (Louise M Bilezikjian et al.,
2004). Las activinas fueron conocidas inicialmente debido a su rol estimulatorio
en la secrecion de FSH en hipdfisis. En la actualidad, se sabe que estas
proteinas intervienen ademas en la formacion y progresion de tumores en otros
organos, en particular a través de sus acciones sobre el microambiente tumoral
(Antsiferova & Werner, 2012). Si bien en hipdfisis, su relacién con las células
secretoras de PRL aun no se encuentra del todo dilucidada, ha sido
demostrado que tanto las activinas como sus receptores de membrana, se
encuentran alterados en diversos adenomas hipofisarios (J.-J. Lebrun,
2009);(Antsiferova& Werner, 2012).

Ambos factores miembros de la familia TGFB, una vez activos, actuan de
manera autocrina y paracrina en la glandula y su respuesta puede ser

modulada por modificaciones en la MEC, células vecinas y otras citoquinas.

MODELOS EXPERIMENTALES DE PROLACTINOMAS:
HERRAMIENTAS DE ESTUDIO

El uso de modelos animales en investigacion es de vital importancia a la hora
de estudiar mecanismos relacionados con la iniciacion tumoral, patogénesis y
evaluar la potencial aplicaciéon de un tratamiento como terapia.

Uno de los modelos experimentales mas utilizados para el estudio de
prolactinomas es aquel en el que el adenoma es inducido por un tratamiento
cronico con estrogenos. El mismo ha sido ampliamente desarrollado en varias
cepas de rata, tanto en machos como en hembras (Piroli, Lima, Diaz-Torga, &
De Nicola, 1994);(Banerjee, Sarkar, Weston, De, & Campbell, 1997). La cepa
de rata mas utilizada para este modelo es la Fisher 344, debido a que presenta
una mayor sensibilidad a los estrogenos respecto de otras cepas. El
tratamiento estrogénico crénico induce una hiperplasia, hipertrofia y
desgranulacion de los lactotropos, acompafada de hiperprolactinemia y
pérdida en la proporcion de otros tipos celulares hipofisarios. Estudios

bioguimicos sefalan que alrededor de la cuarta semana de tratamiento
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estrogénico, esta hiperplasia deriva en un adenoma de lactotropos o
prolactinoma (De Nicola, von Lawzewitsch, Kaplan, & Libertun, 1978);(Phelps &
Hymer, 1983).

Con el avance de la biologia molecular, ha sido posible el desarrollo de
numerosos modelos experimentales de prolactinomas a partir de ratones
genéticamente modificados. A la fecha, podemos mencionar diversos modelos
murinos transgénicos que desarrollan adenomas hipofisarios hipersecretores
de PRL, algunos ejemplos son los ratones que presentan sobreexpresion de
galanina (Cai, Hayes, Patel, & Hyde, 1999), de TGFa (McAndrew, Paterson,
Asa, McCarthy, & Kudlow, 1995) y del factor de crecimiento neural (NGF)
(Borrelli, Sawchenko, & Evans, 1992), asi como también ratones que
sobreexpresan de manera constitutiva la subunidad beta de la gonadotrofina
coriénica humana (ratones hCGB+) (Rulli et al., 2002) y ratones transgénicos
carentes de receptor funcional RD2 (ratones Drd27) (Kelly et al., 1997).

Durante el desarrollo de esta tesis hemos utilizado principalmente dos
modelos de ratones transgénicos: los ratones hCGB+ y los ratones Drd2".
Ambos modelos son de particular interés, ya que presentan un fenotipo de
hiperplasia hipofisaria sexualmente dimorfica, donde las hembras evidencian
en edad adulta un marcado desarrollo de prolactinomas en comparacién con
los machos (Rulli et al., 2002);(Carolina Cristina et al., 2006).

RATONES HCGB: MODELO DE SOBREEXPRESION DE LA
SUBUNIDAD BETA DE LA HORMONA HCG

La generacion de un modelo de raton transgénico que secreta elevados
niveles de gonadotrofina corionica humana (hCG) permitid identificar un
fenotipo novedoso tanto en hembras como en machos (Rulli et al., 2002);(Rulli
et al, 2003). En este modelo los elevados niveles bioactivos de
LH/hCG producen una elevada estimulacion ovéarica con un consecuente
aumento en la secrecion de progesterona (hembras hCGB+ 200 nmol/l vs.
hembras wt ‘salvajes’ 10 nmol/l). Las hembras hCGB+ presentan pubertad
precoz e infertilidad, defectos uterinos y ovaricos y exhiben un aumento
transitorio de estradiol durante la peripubertad, mientras que, en la adultez, los

niveles de estradiol alcanzan valores fisiologicos normales.
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Es importante destacar que solo las hembras hCGB+ desarrollan
prolactinomas de gran tamafio a edades avanzadas (Ahtiainen et al., 2010),
caracteristica que permite presentar a este modelo experimental como una
buena herramienta para estudiar el dimorfismo sexual en el desarrollo de un

prolactinoma.

RATONES DEFICIENTES PARA EL RECEPTOR DOPAMINERGICO
D2 (DRD27)

Estos ratones carecen de receptores RD2 funcionales. Esto determina que las
hembras Drd2” (ko) desarrollen hiperplasia hipofisaria de lactotropos
progresiva con un aumento del peso de la hipdfisis de 2 a 3 veces respecto a
las hembras Drd2** (wt) a los 8 meses de edad. A los 17-18 meses de edad,
las hembras Drd2”’- desarrollan adenomas hipofisarios evidenciados por la
presencia de ndédulos multifocales, agrandamiento de la glandula con aumento
del peso de unas 30 veces respecto a las hembras Drd2**y destruccion de las
fibras de reticulina, caracteristica tipica de los adenomas. Por su parte, los
machos Drd2”- de la misma edad presentan nédulos multifocales pequefios
que, si bien presentan ruptura de la red de reticulina indicando el desarrollo de
multiples microadenomas focales, éstos no se ven acompafiados de una
marcada hiperplasia hipofisaria (Asa, Kelly, Grandy, & Low, 1999).

Debido a la ausencia del receptor dopaminérgico RD2, este modelo resulta
ideal para la busqueda de terapias alternativas para prolactinomas resistentes
a agonistas dopaminérgicos y, a su vez, surge como una buena herramienta

para estudiar el dimorfismo sexual en el desarrollo de un prolactinoma.

Dada la importancia del rol que cumplen los miembros de la familia
TGFB en las funciones relacionadas al desarrollo y patogénesis
hipofisaria, es de particular interés para esta tesis profundizar los
conocimientos en la participacion de TGFB1 y activinas en el desarrollo
de un prolactinoma, y las diferencias sexuales encontradas en la

aparicion de este fenotipo.
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Objetivos

En base a los antecedentes mencionados y, sabiendo que los factores que
desencadenan el desarrollo del prolactinoma no estdn completamente
dilucidados, nos propusimos estudiar el rol de diversos miembros de la familia
TGFB en la funcion normal y patolégica del lactotropo en tres modelos
experimentales de prolactinoma con el objetivo de comprender la funcionalidad
de estos componentes en la tumorogénesis hipofisaria y en las diferencias

sexuales encontradas en la aparicion de este fenotipo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO |
Estudiar el rol del sistema TGFB1 hipofisario en el desarrollo de un
prolactinoma en el modelo de ratones hCGB y las diferencias sexuales

encontradas en la aparicion de este fenotipo.

CAPITULO II

Estudiar la expresion hipofisaria de los componentes del sistema activinas e
inhibinas 'y su relacion con el desarrollo tumoral en dos modelos
experimentales de prolactinoma: ratones hCGR y Drd2”-, asi como también las

diferencias sexuales encontradas en la aparicion de este fenotipo.

CAPITULO 1l

Estudiar la expresion hipofisaria de los componentes del sistema activinas e
inhibinas y su relacion con el desarrollo tumoral en ratas hembra
estrogenizadas, ratas ovariectomizadas y ratones hembra adultas de dos
modelos experimentales de prolactinoma: hCGB y Drd2” divididos, a su vez, en

dos: ovariectomizados y no ovariectomizados.
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MODELOS ANIMALES

Los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales reguladas por el
bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME-CONICET),
bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz (7:00 - 19:00) y 12 horas de oscuridad
(19:00 - 7:00) a una temperatura de 22C con ventilacion permanente y libre
acceso de agua y alimento balanceado (Gepsa Feeds, Grupo Pilar). Todos los
procedimientos experimentales fueron revisados y aprobados por el comité de
Etica del IByME-CONICET.

MODELO DE RATONES CON SOBREEXPRESION DE HCG (HCGB)
Para los capitulos 1 y 2 de esta tesis se utilizaron hembras y machos de
ambos genotipos a los 6 meses de edad. Los ratones hCG fueron generados
mediante técnica de microinyeccién pronuclear del transgén en oocitos
fertilizados de ratones de la cepa FVB/N, en el Departamento de Fisiologia de
la Universidad de Turku (Finlandia) y posteriormente transportados vy
mantenidos en reproduccion en el Bioterio del Instituto de Biologia y Medicina
Experimental (Buenos Aires) desde el afo 2002. Los ratones simple
transgénicos hCGB se obtuvieron a través de cruzamientos entre machos
hCGB+ y hembras de la cepa salvaje FVB/N (wt). Los ratones fueron
eutanizados mediante decapitacién con guillotina. En cada experimento, se
colecto suero, se extrajeron las adenohipdfisis, hipotalamos y ovarios, se

pesaron y se conservaron a -70C hasta el momento de uso.

RATONES CON DELECION DEL RECEPTOR DOPAMINERGICO D2
(DRD2)

Fueron utilizados en el capitulo 2 animales de 8 meses de edad de ambos
sexos Yy genotipos. Los ratones con denominacion oficial de cepa
B6;129S2Drd2tmllowld g cargo del Induced Mutant Resource en el Laboratorio
Jackson (Bar Harbor, ME), son ratones knock-out (ko) deficientes para el
receptor de dopamina tipo 2 y fueron generados por mutageénesis dirigida para
el gen RD2 en células D3 embrionarias. Su background genético es de caracter

mixto y proviene de una cruza entre ratones de las cepas 129/SvEvTac
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Materiales y métodos

(Taconic Farms) y C57BL/6J (Jackson Laboratories) (Kelly et al., 1997). Los
ratones fueron eutanizados mediante decapitacion con guillotina. En cada
experimento, se colectd suero, se extrajeron las adenohipofisis y ovarios, se

pesaron y se conservaron a -70C hasta el momento de uso.

OVARIECTOMIA (OVX) EN RATONES HCGB Y DRD2-

Se utilizaron en el capitulo 3 ratones hembra de ambos modelos
experimentales de prolactinoma: hCGB y Drd2”. A los 2 meses de edad los
ratones hCGB+ y ko fueron sometidos quirdrgicamente a una ovariectomia
bilateral (OVX) bajo anestesia inyectable con una mezcla de Ketamina:Xilacina
(dosis: 90mg/kg:10mg/kg), administrada de forma intraperitoneal (ip) y elegida
por su profundidad anestésica y duracién prolongada (S. T. Hentges & Low,
2002);(Ahtiainen et al., 2010).

Los controles para cada grupo fueron ratones Sham-OVX, a los cuales se les
administro el mismo procedimiento anestésico preparativo. Llegada la edad de
sacrificio, 6 meses para ratones hembra hCGf y 8 meses para ratones hembra
Drd27, los ratones fueron eutanizados mediante decapitacion con guillotina. En
cada experimento, se colecto suero, se extrajeron las adenohipdfisis, se

pesaron y se conservaron a -70C hasta el momento de uso.

RATAS HEMBRA SPRAGUE DAWLEY

Ratas hembra adultas (60 dias) de la cepa Sprague Dawley (SD), criadas en
el bioterio del IBYME-CONICET, fueron utilizadas en el capitulo 3 de esta tesis.
Las ratas fueron divididas en tres grupos experimentales: grupo diestro
(control), grupo DES y grupo OVX (ver descripciones mas adelante en esta
seccion).

El grupo diestro utilizado como control de los grupos DES y OVX, consistié en
ratas de la misma cepa y edad, en diestro al momento del sacrificio (grupo Di),
a las cuales no se les aplico ningun tratamiento. Se eligio esta etapa del ciclo
estral (diestro) para disminuir la variabilidad en los controles, debido a que es el
momento del ciclo estral de menor concentracién hormonal (E2, PRL, P4). Las

etapas del ciclo estral fueron determinadas mediante el andlisis de las
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proporciones de los distintos tipos celulares presentes en muestras de frotis

vaginal observados al microscopio Optico durante 2 6 3 ciclos consecutivos.
Para cada grupo experimental (grupos diestro, DES y OVX) se colecto suero,

se extrajeron las adenohipdfisis y se conservaron a -70C hasta el momento de

uso.

RATAS HEMBRA CON ADMINISTRACION CRONICA DE
ESTROGENOS (DES)

Los prolactinomas inducidos por un tratamiento cronico con estrégenos han
sido ampliamente utilizados en varias cepas de rata, tanto en machos como en
hembras (Piroli et al., 1994). El tratamiento estrogénico crénico induce una
hiperplasia, hipertrofia y desgranulacién de los lactotropos, acompafada de
hiperprolactinemia y pérdida en la proporcion de otros tipos celulares
hipofisarios. Estudios bioquimicos sefialan que alrededor de la cuarta semana,
esta hiperplasia deriva en un adenoma de lactotropos o prolactinoma. Este
modelo experimental permite realizar un seguimiento de los efectos
tumorogénicos de los estrogenos sobre las células del lactotropo, al mismo
tiempo que permite evaluar su participacion en el desarrollo de nueva
vasculatura con suministro directo de sangre arterial a la hipdfisis, ya que ha
sido demostrado que los tumores hipofisarios secretores de PRL inducidos por
estradiol son altamente angiogénicos (Heaney, Fernando, & Melmed, 2002). Si
bien la cepa de rata mas utilizada para este modelo es la Fisher 344 (De Nicola
et al.,, 1978);(De Nicola et al., 1978), un tratamiento de cuatro semanas en la
cepa Sprague Dawley evidencia aumento en los niveles séricos de PRL, asi
como también un incremento en el tamafio de la hipoéfisis que puede duplicar o
triplicar a las hipdfisis normales (Phelps & Hymer, 1983).

En nuestro laboratorio, este modelo experimental consiste en la
administracion en forma subcutanea de un pellet de 20 mg del estrogeno
sintético dietilestilbestrol (DES, Sigma) en la zona dorsal de ratas hembras
adultas de la cepa Sprague Dawley que induce en alrededor de 4-6 semanas
un prolactinoma. Este procedimiento es realizado bajo anestesia: (dosis: 50
mg/kg ketamina + 10mg/kg xilazina, ip) (Recouvreux, Camilletti, Rifkin, Becu-
Villalobos, & Diaz-Torga, 2012). Luego de cuatro semanas de exposicion al

pellet DES, las ratas fueron eutanizadas mediante decapitacion con guillotina.
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Se recolectd sangre troncal para corroborar por técnica de radio inmunoensayo
el fenotipo hiperprolactinémico. El tratamiento por cuatro semanas con DES
resultdé en el desarrollo de una hiperplasia hipofisaria acompafiada de un

concomitante incremento en los niveles circulantes de PRL.

RATAS OVARIECTOMIZADAS (OVX)

La castracion de ratas hembra adultas (60 dias) de la cepa Sprague Dawley
fue realizada bajo anestesia quirtrgica inducida por Ketamina (k) y Xilacina (x)
segun dosis recomendada por personal veterinario (ver dosis grupo DES). Los
ovarios fueron removidos por region dorsal procurando conservar la integridad
muscular de la zona y posteriormente se suturd la incision de forma tal de
facilitar el proceso de cicatrizacion. Los animales recibieron analgésico en el

agua de bebida durante los 5 dias subsiguientes, post cirugia.

EXPERIMENTOS IN VIVO

TRATAMIENTO IN VIVO CON ABT-898 EN RATONES HCGB

El péptido sintético ABT-898, analogo de trombospondina 1 (TSP1), fue
provisto por los Laboratorios Abbott en el marco del convenio de estudios pre-
clinicos en el area de oncologia bajo el nombre de “Extracellular matrix and
pituitary tumorogenesis 1I” (MTA37310, 2010-2011, Investigational Product: A-
428898). La droga fue disuelta en dextrosa al 5% Yy administrada
intraperitonealmente (ip) a una dosis de 100mg/kg, segun indicaciones de
Laboratorios Abbott. El tratamiento fue llevado a cabo en hembras hCGB+ de 4
meses de edad. El grupo de hembras hCGp+ tratado con ABT-898, recibié una
administracion de tres inyecciones por semana durante tres semanas, mientras
que el grupo transgénico control recibié con la misma frecuencia inyecciones
vehiculo con dextrosa al 5%. Pasadas las 24 horas luego de la ultima
inyeccion, los animales fueron sacrificados y se recolectd adenohipdfisis,
hipotalamo y sangre troncal para posteriores mediciones. En simultaneo, se
sacrificaron animales wt de la misma edad sin ningun tipo de tratamiento (ver

esquema de tratamiento detallado en capitulo 1, Figura 1.13).
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Materiales y métodos

TECNICAS UTILIZADAS

EXPRESION DE GENES DE INTERES EN HIPOFISIS POR PCR
SEMICUANTITATIVA (sqPCR) Y PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO
REAL (QRTPCR)

OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Ratones hCGB yDrd2” de6 y 8 meses de edad, respectivamente, de
ambos sexos y genotipos (wty transgénicos) fueron eutanizados mediante
decapitacion por guillotina y se les recolectd la glandula hipofisis (Hf), el
hipotalamo (Ht) y los ovarios (Ov) para distintas determinaciones de expresion
génica. Las ratas Sprague Dawley en diestro, grupo DES y grupo OVX fueron
eutanizadas por guillotina y se recolectaron sus hipéfisis. Los distintos tejidos
se colocaron en tubos con 100 pl de Trizol (Invitrogen) y se conservaron a -70C

hasta el momento de la extraccion de ARN.

EXTRACCION DE ARN TOTAL

Para la extraccion del ARN total del tejido, se homogeneizaron las muestras
bajo campana y se agregaron 20 ul de cloroformo. Se mezclaron las muestras
por inversion y se dejaron reposar durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se centrifugaron durante 15 minutos a 12000g a 4C y se
transfirieron las fases acuosas a tubos de 0,6 ml. Para precipitar el ARN, se
adicion¢ isopropanol (50 ul por cada 100 pl de Trizol utilizado) y se realizé una
incubacion durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugaron las
muestras a 4C durante 10 minutos a 12000g y se descarté el sobrenadante.
Para lavar el precipitado se agregaron 100 pl de Etanol al 75% (diluido en agua
libre de ARNasas) y se centrifugaron los tubos durante 5 minutos a 75009 y 4C.
Finalmente se descartaron los sobrenadantes y se dejaron secar los
precipitados a temperatura ambiente durante unos minutos. Por ultimo, se
agregd a cada tubo 5 pl de agua libre de ARNasas y se solubilizaron los

precipitados colocando los tubos en placa térmica durante 10 minutos.

CUANTIFICACION DE ARN
En todos los casos, se cuantificd la cantidad de ARN obtenido mediante la
mediciobn de la absorbancia a 260 nm de 1 pl de muestra en un

espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA). La
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calidad y pureza del ARN extraido se determin6é mediante la relacion de las
absorbancias 260/280 nm y se utilizaron aquellas muestras donde dicha

relacion fue mayor a 1,8.

OBTENCION DE ADN COPIA (ADNc) POR RETROTRANSCRIPCION
(RT)

Se realizé la retrotranscripcion de 1 pg de ARN total por muestra, en una
reaccion con volumen final de 20 pl en presencia de 100 ng de primers
aleatorios (Biodynamics, Random primer hexamers, REF B070-200) a 70C por
5 minutos en un termociclador. Al cabo del tiempo transcurrido, luego de darles
un spin, se colocaron los tubos en hielo y se agregd a cada muestra 1 pl de la
enzima retrotranscriptasa MMLV-RT (Promega, REF M1701), buffer 5X de la
enzima (4 pl/muestra), una mezcla de dNTPs (Solis Biodyne, 20 mM cada uno)
y H20 estéril libre de ARNasas. La reaccion se llevo a cabo segun el siguiente
programa: 37C por 60 minutos y 95C por 5 minutos. EIl ADNc obtenido se
mantuvo a (-20C) hasta el momento de su utilizacion.

Para verificar que no existiera contaminacién con ADN gendmico, en todos los
casos, se omitié la transcriptasa reversa en los controles y se completé el
volumen con agua libre de ARNasas. La ausencia de fragmentos de ADN
amplificados por PCR en estos controles indic6 el aislamiento de ARN libre de

ADN gendmico.

PCR SEMICUANTITATIVA (sqPCR)

La sqPCR se realiz6 agregando a cada tubo 2 pl ADNc, producto de la
reaccion de retrotranscripcion (RT), a una mezcla de reaccion conteniendo:
buffer de reaccion (Green GoTag reaction buffer Promega 2X, volumen éptimo
para un ensayo de 50 pl), primer sentido 1 uM y primer antisentido 1 uM
especificos para el gen blanco: folistatina (FST) o el gen de expresion
constitutiva (GAPDH), dNTPs 0,2 mM y 1 Ul de ADN polimerasa (GoTaq,
Promega). Como control negativo se utilizd un tubo de reaccion sin templado.
Los primers utilizados fueron: primer sentido $CCAGAACATCATCCCTGCAT3’
y primer antisentido 5GTTCAGCTCTGGGATGACCTT3’ para GAPDH (gen de
expresion constitutiva) y un primer comercial denominado Mm_Fst 1 SG
(QIAGEN, Catalogo numero QT00105483) para amplificar el gen de FST.
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La reaccion de PCR se realizé en un termociclador Bio-Rad con los siguientes
tiempos y temperaturas de reaccion: 4 minutos a 94C; 35 ciclos (GAPDH) 6 40
ciclos (FST) durante 30 segundos a 94C, 1 minuto a 60C y 1 minuto 30
segundos a 72C, seguidos por un ciclo final de 6 minutos a 72C. Los
fragmentos fueron separados por electroforesis en gel de agarosa 2% en buffer
TBE (EDTA 0,01 M, Acido borico 0,44 M, Tris base 0,45 M) conteniendo
bromuro de etidio. Las bandas se visualizaron con un transiluminador de luz
UV. Los geles con las bandas obtenidas se fotografiaron y la intensidad de
cada banda se cuantifico con el software ImageJd (NIH, National Institutes of
Health, USA). Los resultados se presentaron como el valor de intensidad

promedio relativo a GAPDH = error estandar de la media (ESM) para cada

grupo.

PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL (QRTPCR)

DISENO DE PRIMERS
Para la amplificacién del ADNc de cada gen, los primers sentido y antisentido
utilizados fueron disefados mediante una herramienta informatica denominada

Primer Blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) a partir de la

secuencia nucleotidica de cada gen publicada por GenBank (NIH). Los oligos
disefiados cumplian con los siguientes requisitos: temperatura de disociacion
cercana a los 60C, composicion de nucledtidos GC del 50%, no generaban
dimeros y al menos uno de los primers de cada gen era complementario a una
secuencia de union entre dos exones, con el fin de evitar la amplificacion de
ADN gendmico. En todos los casos, los amplicones generados tenian un
tamafo de entre 80 y 180 pares de bases (pb). Todas las amplificaciones
fueron llevadas a cabo utilizando primers sentido y anti-sentido especificos
para el gen de interés, los oligos se encuentran detallados en Tabla 1 para

raton y Tabla 2 para rata.
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Tabla 1. Secuencias de primers de ratén utilizados para evaluar expresion de
genes de interés en tejidos mediante PCR en tiempo real (QRTPCR).

Gen

ciclofilinaB
TER2
Tmepai
Klf14
Alk5
Alk1
Smad4
Smad7
Furina
Ltbp3
Ltbpl
Th
Drd2
TofB3
Bmp4
Inhba
Inhbb
Inha
ActRIB
ActRIIB
ActRIC
Betaglicano
Menina
Pit-1
P15

P18
P27

NUmero acceso
GenBank

NM 011149.2
NM_009371.3
NM_022995.3

NM_001135093.1

NM_001312869.1

NM_001277259.1
NM_008540.3

NM_001042660.1
NM_011046.3
NM_008520.3
NM_019919.4
NM_009377.2
NM_010077.3
NM_009368.3

NM_001316360.1
NM_008380.2

M_008381.4
NM_010564.5
NM_007395.4
NM_007397.3

NM_001111030.1
NM_011578.4

NM_001168488.1
NM_008849.5
NM_007670.4

NM_001301368.1
NM_009875.4

Primer sentido 5’-3’

Raton

GACCCTCCGTGGCCAACGAT
CCAAGTCGGATGTGGAAATGG
TGTCCTCGGAAGGATGCCTCTGG
CAGCTCGTCTGGCTCCAA
TCCAAACCACAGAGTAGGCAC
GCGTTGACCAGCAGACACCC
CACCCGCCAAGTAATCGCGCA
AACCCCGAGCTGGTGTGCTG
TCCTAGAGATTGAAAATACCAGTGAAG
ACGGCCTCAGTTGCATAGAC
GGAGCCCGAAGTGGTAACAG
CCAGAGAGGACAAGGTTCCC
ATCGTCTCGTTCTACGTGCC
TGAGCTCTTCCAGATACTTCGAC
TTGCAGCTTTCTAGAGGTCCC
GATCATCACCTTTGCCGAGT
TCAGCTTTGCAGAGACAGATGG
GGGGATCCTGGAATAAGGCG
CAAATCAGAGGGTGGGGACC
TTTGGCTGCGTTTGGAAAGCTC
AGGTGTTCAGTTGGAGGAGT
AGCTGCCAAAGTGTGTGACTC
CACTGTCGCAACCGAAATGTGC
GTGATGTCCACAGCGACAGG
TCTGCAGCTGGATCTGGTCC

GTGAACAAGGGACCCTAAAGA
CAGACGTAAACAGCTCCGAATTA

Primer antisentido 5’-3’

ACGACTCGTCCTACAGATTCATCTC
TGTCGCAAGTGGACAGTCTC
CAGCGAGTCGGTCAGTGGGC
AGGCACTCGGCAGCGAA
TCATGGATTCCACCAATAGAACA
CAGTGCGGTGAGGCGAGCAG
CTGGCCGGCTGACTTGTGGAAG
TGGACAGCCTGCAGTTGGTTTGA
GGCTGTGCCATACAGAACGA
AAAGAGCCTGGTGTGTTCGT
AAACTGTGGGTGCAGATGAA
ATACGCCTGGTCAGAGAAGC
GTTGCCCTTGAGTGGTGTC
GGATGCTGATTTCCAGACCCA
TCAGCATTCGGTTACCAGGAA
TGGTCCTGGTTCTGTTAGCC
ACACCTTGACCCGTACCTTC
GTGGCACCTGTAGCTGGGAA
TGGACTCCTCCAGAATTGCAT
ACGACTGCTTGTCCTGAAGTGG
ATTCTTCCCATGACCCGCAG
CGGACTGGACTCCTTCATGTT
ATCCTCCCGGCAGTAGTTGTAGTC
ACTCAGGGTGTGGTCTGGAA
TCCTGAAAGGTAGAGGGCCC

GGCAATCTCCGGATTTCCAAG
TCAGTGCTTATACAGGATGTCCA
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Tabla 2. Secuencias de primers de rata utilizados para evaluar expresion de
genes de interés en tejidos mediante PCR en tiempo real (QRTPCR).

Gen

Inhba
Inhbb
Inha
ActRIB
ActRIIA
ActRIIB
ActRIA
ActRIC
BMPRII
FST
Menina
Smad4
Pit-1
P18

P27

NUmero acceso

GenBank

NM_017128.2
NM_080771.1
NM_012590.2
NM_199230.1
NM_031571.2
NM_031554.1
NM_024486.1
NM_139090.1
NM_080407.1
NM_012561.2
NM_019208.3
NM_019275.3
NM_013008.3
NM_131902.3

NM_031762.3

Primer sentido 5’-3’

Rata
GGAGATAGAGGACGACATTGG

CAGCTTTGCAGAGACAGATGG

CTTTTCCCAGCCACAGGTGC

ATCAGAGGGTGGGAACCAAAC

TACTCAGGACCCTGGACCAC

GCTCAGCTCATGAACGACTTTGTG

GCTGTTTGGCACAGATCGAA

ACCCCAGAATCCTAAAGTGGG

TGTTGACAGGAGACAGGAAACAG

TAAGTCGGATGAGCCCGTCT

GGAACTTGGCAGACCTGGAG

TTTGCCTCACCACCAAAACG

CGTGATGTCCACAGCGACAG

GTGAACAAGGGACCCTAAAGA

CCTTCGACGCCAGACGTAAA

Primer antisentido 5’-3’

CCAGACTTCTGCACGCTCCAC

AGGTTCTGGTTGCCTTCGTT

GTTGGGATGGCCGGAATACA

TTCATGGACTCCTCCAGAATTG

TCATTCTGCCAGGACTGTTTGT

ACGACTGCTTGTCCTGAAGTGG

GCTCCTCATCTTCCATACTCGG

CAACAAGTCCTCCAACTGAAC

CTCCATATCGACCCCGTCCA

TCCGAGATGGAGTTGCAAGA

GCTGAGGCAATCCCCTTGT

TTCAGGAGCAGGATGATTGGA

GGGGAGGAAACCCATGACTC

GGCAATCTCCGGATTCCCAA

TTCAATGGAGTCAGCGATATGT

ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA POR PCR CUANTITATIVA
EN TIEMPO REAL (qRTPCR)

Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo por duplicado en placas de

96 pocillos, selladas con film oOptico adherente, en un termociclador CFX96

Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad). Se cargaron 3 pl de una

dilucion 1/20 en agua libre de ARNasas de los ADNc de cada muestra, junto

con 5 ul de kit comercial Fast Start Universal SYBR Green Master Rox (Roche,

catalogo numero 04913850001) y 0,6 upl de una mezcla 10 uM de primers

sentido y antisentido especificos para el gen de interés, en un volumen final de

10 pl por pocillo. El programa de amplificacién se encuentra detallado en la

Tabla 3.

24



Materiales y métodos

Tabla 3. Programa de PCR en tiempo real.

Ciclo Temperatura Tiempo
Act_lva(:lon inicial de enzima FastStart Taqg ADN 95C 10 minutos
Polimerasa (1X)
Desnaturalizacion, apareamiento de primers vy 95C 15 segundos
extension (40X) 60C 1 minuto

Curva de disociacion (1X)

(*Incremento de temperatura de 0,5C a partir del ciclo 2) 60C-95C 10 segundos

Para la cuantificacion relativa se utilizé como control endégeno al gen de la
CiclofilinaB, detectado en la misma placa que el gen de interés durante la
reaccion de amplificacion. Los datos fueron analizados con el programa CFX
Manager Software (Bio-Rad), mediante el cual el incremento en la
fluorescencia detectada por el equipo fue considerado proporcional al aumento
en el nimero de copias de ADN a lo largo de la reaccién de PCR. El valor de
ciclo umbral (CT), donde el incremento de fluorescencia es lineal, fue
establecido para cada muestra y mediante el método de delta-delta CT se
establecio la expresion relativa de cada gen comparando los valores de CT del
gen de interés con los valores de CT del control endégeno y este valor fue a su
vez comparado con un calibrador interno (delta-delta CT). El calibrador interno
fue la hembra wild type (wt) cuando se comparo el efecto del tratamiento in vivo
con ABT-898 en ratones hCGp, el efecto de una OVX en ratones hCGf vy
ratones Drd2” y cuando se compararon muestras de ratones hembras y
machos de ambos genotipos en ambos modelos experimentales (ratones hCGp
y Drd2"). En el caso de los experimentos con ratas, el calibrador interno fueron
las hembras en diestro. El método delta-delta CT toma como supuesto que la
eficiencia de la reaccion de PCR es igual para el gen de interés y para el gen
de referencia. La eficiencia de reaccion para cada uno de los genes se
determiné utilizando una curva de concentraciones decrecientes de ADN. Las
eficiencias fueron similares para los genes de interés y para los de referencia

en todos los casos.
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MEDICION HORMONAL POR RADIOINMUNOANALISIS (RIA)

OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Sueros: Al eutanizar a los ratones y ratas adultas, por decapitacién, se
recolect6 la sangre troncal, se coloco en tubos de 1,5 ml y se dej6é coagular a
temperatura ambiente durante aproximadamente 4 horas. Luego se
centrifugaron los tubos a 3000 rpm durante 10 minutos y se transvaso el suero
(fase superior) a un tubo de 0,6 ml. Los sueros asi obtenidos, se guardaron a
-20C hasta la medicién de las hormonas (PRL, LH, FSH, P4) por RIA.

Tejidos: Para la medicion del contenido adenohipofisario de PRL, las Hf
fueron homogeneizadas en 100 pl de buffer fosfosalino compuesto por buffer
fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M y azida sédica 0.01% pH 7,4, con inhibidores de
proteasas [fluoruro de fenil-metil-sulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich) 1/100 y otra
mezcla preformada de los inhibidores TPCK, TAME, ZPCK y TLCK
(Sigma-Aldrich), 1/100], en hielo mediante un micro-homogeneizador manual.
El contenido de proteinas en cada muestra fue determinado por el método de
Lowry (LOWRY, ROSEBROUGH, FARR, & RANDALL, 1951) y los resultados

determinaron la alicuota de homogenato que luego fue medida por RIA.

RIA PARA HORMONAS PROTEICAS (PRL, FSH, LH)

El contenido adenohipofisario de PRL y los niveles séricos de PRL, LH y FSH
fueron determinados por RIA por doble anticuerpo (Libertun, 1980). Los niveles
de PRL de rata y raton se determinaron en 10 pl de suero por duplicado. Para
las muestras provenientes de ratones hembra hCGB+, la determinacién
hormonal se realiz6 en una dilucion 1/10 del suero, debido a la alta
concentracion de PRL caracteristica de este fenotipo. Para los homogenatos de
hipdfisis se utilizaron alicuotas de 2 pl. Las diluciones se llevaron a cabo con
buffer EA: PBS (buffer fosfato 0,01M, NaCl 0,15M y 0,01% azida sddica, pH
7,4) con 1% de albumina de huevo (EA, por egg albumin). Las determinaciones
de LH y FSH se evaluaron por duplicado en alicuotas de 75 pl de suero de
ratbn. A continuacion, se detalla el protocolo para PRL de ratén, siendo éste

esencialmente el mismo para PRL de rata, LH y FSH.
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HORMONA PRL

Las hormonas trazadoras utilizadas fueron AFP10777D para raton y NIDDK-
anti-rPRL-RP-3, ambos provistos por el Instituto Nacional de Diabetes y
Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK), Instituto Nacional de Salud,
Estados Unidos (NIH, USA). La marcacion se efectu6 en tubos de vidrio, bajo
campana. Se us6 ?°| (NEN), libre de portador y apto para marcar proteinas.
Las soluciones que se emplearon fueron: buffer fosfato 0,5 M pH 7,5; buffer
fosfato 0,05 M pH 7,5; PBS; solucion de transferencia: 100 mg de IK, 0,8 g de
sacarosa y cantidad suficiente de H20 para alcanzar un volumen final de 10 ml;
solucion de cloramina-T: 100 mg/100 ml de buffer fosfato 0,05 M preparada
inmediatamente antes de su uso; solucién de metabisulfito de sodio: 100 mg/10
ml de buffer fosfato 0,05 M. Se procedié a la separacion la hormona marcada
del 12 libre mediante una columna de tamiz molecular de Bio-gel P-10 gel (Bio-
rad Laboratories, CA, EEUU), en buffer fosfato 0,05 M. Los sitios activos de
dicha columna fueron saturados previamente mediante el pasaje de 1ml de
PBS con EDTA 0,05 My 2% de BSA.

PROCEDIMIENTO DE MARCACION

A la hormona disuelta en PBS se le afiadieron 10 pl de buffer fosfato 0,5 My
luego 0,5 mCi de ?°I. La oxidacion se efectué con 11,25 pl de la solucién de
cloramina-T, bajo agitacién suave durante 60 segundos. La reaccion se detuvo
con 6,25 ul de metabisulfito de sodio. Luego se agregaron 100 pl de la solucién
de transferencia (que verifica si hubo un exceso de agente oxidante), y el
contenido del tubo de marcacién fue pasado por la columna de separacion.
Para la corrida se utilizo buffer fosfato 0,05 M. Se recogieron aproximadamente
500 pl de eluido por tubo, y se registr6 la radioactividad de 10 ul de cada uno
de los tubos en un contador gamma Packard para determinar dénde se
encontraba el pico de hormona marcada. Con las columnas empleadas se
obtuvo una buena separacion de los picos de hormona marcada, que sale con
el Vo y de 1?1, no incorporado a la proteina, que es incluido en la columna. Los
tubos de marcacion conteniendo la hormona marcada se reunieron en uno y se

congelaron en alicuotas para su posterior uso en RIA.
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PROTOCOLO DE RIA

El primer antisuero fue IgG policlonal de conejo anti-PRL de raton
AFP131078, dilucion inicial 1:140000. El estandar de referencia fue PRL
purificado de ratdbn (mMPRL-AFP6476C). La curva de concentraciones del
estandar de referencia (de 0,02 a 5 ng por tubo) y la dilucidon de las muestras
(suero u homogenato de adenohipofisis) fueron realizadas en PBS con 1% de
albumina de huevo (buffer EA). La separacion se logro por segundo anticuerpo,
usando antisuero de oveja contra globulina de cabra diluido en
PBS-polietilenglicol 6000 8%, en diluciones de trabajo establecidas
previamente (dilucion inicial 1:360). Los resultados fueron expresados en
términos de los estadndares de PRL de mPRL-AFP6476C de ratén. La
sensibilidad del ensayo fue de 0,67 ng/ml, y los coeficientes de variacién intra e
inter-ensayo fueron de 7,8% y 12,14%, respectivamente. El protocolo de rutina
fue el siguiente: se agregaron 100 pl del primer anticuerpo (diluido en
PBS-EDTA) y 100 pul de la hormona trazadora (entre 17000 y 20000 cpm por
tubo) a la curva patrén y a las alicuotas experimentales preparadas en buffer
EA (400 pl final); luego de una incubacion de 24 horas a temperatura ambiente
se agregaron 500 ul del segundo anticuerpo en polietilenglicol 6000 8%. Se
incubaron los tubos durante 2 horas a temperatura ambiente y durante 1 hora a
4C. Se separ6 la hormona libre de la unida, por centrifugacién refrigerada (4C,
Beckmman Instruments) a 2000 rpm, durante 30 minutos. El sobrenadante fue
aspirado y se ley6 la radiactividad asociada al precipitado, correspondiente al
complejo hormona-anticuerpo en un contador gamma Packard (Palo Alto, CA,
EEUU). Los RIA para FSH y LH fueron elaborados de manera muy similar, por

lo que se describira en los préximos, sélo aquellos puntos que difieran.

HORMONA LUTEINIZANTE (LH)

La hormona LH se cuantific6 usando el kit de reactivos provistos por el NIDDK
(EE. UU.). Se utiliz6 2,5 pg de LH purificada, r-LH-110 (NIDDK). La hormona
liofilizada se disolvié en una solucion de buffer fosfosalino compuesto por buffer
fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M y azida sédica 0,01% pH final 7,4 (PBS) 0,01 M a
una concentracion final de 100 pug/ml. El primer antisuero contra LH de rata fue

NIDDK-Anti-Rat-LH-S-11 obtenido al inmunizar conejos con LH de rata
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altamente purificada semejante a la NIDDK-rLH-I-10. El anticuerpo se diluyo en
PBS, EDTA 0,05 M con 0,25% de suero de conejo normal, pH 7,4, a la
concentracion previamente establecida como Optima de trabajo. La dilucion
inicial fue de 1:274400. El estandar de referencia fue LH purificada de hipdfisis
de rata (NIDDK-Rat-LH-RP3), con un minimo de contaminante de FSH y TSH.
La curva de concentraciones del estandar de referencia (de 0,015 a 8 ng por
tubo) y la dilucién de las muestras (suero) fueron realizadas en PBS con 1% de
albumina de huevo (buffer EA). Los resultados fueron expresados en términos
de los estandares de LH de rata RP3, ya que estd demostrada la reactividad
cruzada con LH de raton. La sensibilidad del ensayo fue de 0,21 ng/ml (suero)
y los coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron de 7,2% y 11,4%

respectivamente.

HORMONA FOLICULOESTIMULANTE (FSH)

La hormona FSH trazadora fue NIDDK-rat-FSH-I-9. El método de marcacion
fue semejante al descripto para PRL. El protocolo utilizado para la medicion fue
similar al empleado para PRL. El primer antisuero contra FSH de rata
(NIDDK-Anti Rat FSH Serum-11) fue obtenido al inmunizar conejos con FSH de
rata altamente purificada semejante a la NIDDK-rFSH-I-9. Se diluyé a la
concentracion previamente establecida como Optima de trabajo, siendo la
dilucion inicial de 1:42000. El estandar de referencia fue FSH purificado de rata
(NIDDK-RatFSH-RP2), con una contaminacion casi nula de LH y TSH. La curva
patrén se extiende de 0,12 a 15 ng por tubo. Los resultados fueron expresados
en términos de los estandares de FSH de rata RP2, dado que FSH de rata
también cruza con raton. La sensibilidad del ensayo fue 4,8 ng/ml (suero). Los
coeficientes de variacion intra e inter-ensayo para fueron de 8.0% y 13.2%

respectivamente.

RIA PARA HORMONAS ESTEROIDEAS (P4)

EXTRACCION DE HORMONAS ESTEROIDEAS
Se realizaron extracciones de esteroides con éter etilico a partir de 75 pl de
suero. Para ello se cargaron los sueros en tubos conicos de vidrio, y a cada

tubo se le agregd 1 ml de éter. Luego de mezclar con vértex las muestras,
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durante 1 minuto se llevaron los tubos a -70C a fin de congelar la fraccién
acuosa insoluble en éter. Al cabo de 30 minutos, se traspaso la fase etérea a
nuevos tubos de vidrio. Se repitidé el procedimiento de extraccion agregando 1
ml de éter a fase acuosa. Para evaporar el éter se colocaron los tubos en un
bafio térmico a 40C. La fraccion de esteroides extraida se conservo a -20C

hasta el momento de determinacion de niveles hormonales por RIA.

PROCEDIMIENTO DE RIA PARA DETECCION DE P4

Se determinaron los niveles de P4 en 100 ul de la fraccidbn de esteroides
extraida a partir del suero por duplicado en tubos de polipropileno, en un
volumen final de 500 pl de buffer RIA progesterona (NazHPO4.7H20 70mM,
gelatina 0,1%, pH 7,5). Para la cuantificacién se utiliz6 una curva de calibracién
en concentraciones crecientes de P4 en un rango entre 12,5 y 6400 pg. La
unién no especifica se determiné incubando el marcador radioactivo (°H) en
ausencia de primer anticuerpo. A los tubos patrones y de muestra, se
agregaron 100 pl de la hormona marcada (aproximadamente 1000 cpm/tubo,
diluida en buffer RIA progesterona). La reaccion se llevd a cabo durante 10
minutos en centrifuga refrigerada y, de los sobrenadantes obtenidos que
contenian el esteroide unido al anticuerpo, se tomaron 0,7 ml que se colocaron
en viales junto con 1,5 ml de solucién de centelleo para la determinacion de la
radioactividad unida. Se midié la radioactividad en un contador beta Perkin

Elmer. Se utiliz6 antisuero progesterona en una dilucion 1:800.

ELISA PARA LA DETECCION DE TGFB1 ACTIVO Y TOTAL

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las adenohipofisis enteras de ratdn fueron recolectadas en 100 pl de buffer
de extraccion (BE, ver composicion en Tabla 4) y una mezcla de inhibidores de
proteasas (PSMF, TPCK, TAMA, ZPCK, TLCK). El buffer de extraccion
utilizado no contiene agentes reductores y lleva un detergente no iénico (Tritdn
X-100) para minimizar la activaciéon de TGFB1 durante el procesamiento de las
muestras. Las muestras fueron homogeneizadas con un homogeneizador
manual durante un minuto y el homogenato resultante se centrifugd a 10000

rpm durante 15 minutos a 4C para separar las proteinas. Se descart6 el pellet y
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se conservo el sobrenadante, conteniendo la fraccion proteica, a -20C hasta el
momento de uso. Para la deteccion de TGFB1 activo (libre de sus complejos
latentes), se sembraron volimenes de muestra correspondientes a 300-750 ug
de proteina total y se las llevo a un volumen final de 100 pl con buffer RD,
compuesto por suero bovino delipidizado 1,4% en PBS 1X de ELISA (ver Tabla
4) con 0,05% de Tween 20. Por otro lado, para la deteccion de citoquina
TGFB1 total (TGFB1 activo + latente) se sembraron volimenes de muestra
correspondientes a 35-80 pg de proteina total, y se las llevé a un volumen final
de 80 ul con buffer RD. Para liberar a la citoquina de sus complejos latentes, se
realizd una extraccion acida de las muestras llevandolas a pH 3 con HCI 1N por
20 minutos. Luego se normaliz6 el pH a 7,6 con NaOH 1N y se agreg6 el buffer
correspondiente para cada kit hasta completar los 100 pl que fueron sembrados
en cada pocillo. La acidificacion de la muestra produce la liberacién de todo el
contenido de TGFB1 que se encontraba en estado latente almacenado en la

matriz extracelular.

Tabla 4. Composicién de buffers utilizados para la preparacién de las muestras
en ELISAy WB.

Buffer de extracciéon (BE) PBS ELISA 1X Buffer de carga 5X
Componente | Concentracion | Componente = Concentracién | Componente | Concentracion
Tris-base 50 mM NaCl 173 mM Tris-HCI 150 mM
CaClz 10 mM KCI 2,7mM SDS 10%
MgCl2 1 mM NazHPO4 8,1 mM Azul de 0,02%
Triton X-100 1% KH2PO4 1,5 mM bromofenol
pH ajustado a 7,6 pH 7,2-7,4 pH 6,8

DETECCION DE TGFB1

Las determinaciones fueron realizadas con el ensayo comercial TGFB1 Duo
Set ELISA developement system (DY1679, R&D Systems), siguiendo las
instrucciones del fabricante. La minima dosis detectable con este kit es de 7,3
pg/ml y no muestra reactividad cruzada con otros péptidos. El kit utiliza el
sistema “sandwich” de deteccién utilizando dos anticuerpos anti-TGFB1 que
reconocen distintos epitopes de la molécula. Con el primer anticuerpo
(monoclonal) se recubren los pocillos de la placa y se “capturan” las moléculas
de TGFB1 presentes en las muestras. Luego el segundo anticuerpo (policlonal)

reconoce las moléculas de TGFB1 que ya estaban unidas al primer anticuerpo.
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Por dltimo, se utiliza un sistema de deteccion basado en una reaccion
colorimétrica catalizada por la enzima HRP (enzima peroxidasa del rabano)
utilizando como sustrato 3,3',5,5'-Tetramethilbenzidina -TMB- (Sigma-Aldrich,
T4444). El producto de la reaccién, proporcional a la cantidad de TGFB1 en la
muestra, se detecta por absorbancia a 450 nm en un lector de ELISA. Dado
qgue la técnica se basa en una reaccidon colorimétrica que detecta cantidades
desconocidas de TGF(1, se realizé de manera simultdnea una curva estandar
de referencia, confeccionada a partir de una solucion madre de TGF[(31 provista
por el kit, para determinar por extrapolacion la concentracion de TGF31
presente en las muestras. El contenido de TGFB1 activo y total fue expresado

como pgTGFB1/mg proteina.

WESTERN BLOT (WB)

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Las adenohipofisis de raton fueron recolectadas en 100 pl de buffer de
extraccion (ver Tabla 4) y una mezcla de inhibidores de proteasas (PSMF,
TPCK, TAMA, ZPCK, TLCK). En una alicuota del sobrenadante se determinoé la
cantidad de proteinas mediante el método de Bradford. Se tomé de cada
muestra el volumen correspondiente a 40 ug de proteina y se agreg6 buffer de
carga 5X (ver Tabla 4) y DTT 0,5 M hasta un volumen final 25 pl. Las muestras

se calentaron a 95C durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.

SEPARACION DE PROTEINAS

Se sembraron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 12%, 25 ul de
cada muestra y 5 pl de los marcadores de peso molecular (pretefiidos y
biotinilados). La separacion de proteinas segun su peso molecular (PM) se
realiz6 mediante la técnica de electroforesis vertical en una cuba conteniendo
buffer de corrida (ver Tabla 5), conectada a una fuente de poder. El voltaje se
mantuvo constante a 90V hasta que las proteinas ingresaron al gel separados,
momento en el cual el voltaje se subié a 120V manteniéndose constante
durante aproximadamente 2 horas hasta visualizar la migracion del frente de
corrida al final del gel. A continuacién, las muestras fueron transferidas de los

geles a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) mediante transferencia himeda,
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en buffer de transferencia (ver Tabla 5) durante 75 minutos en una cuba
conectada a una fuente de poder con un amperaje constante de 350A, en frio y

con agitacion magnética.

Tabla 5. Composicién de buffers utilizados para separacién de muestras en WB.

Buffer de corrida Buffer de transferencia
Componente | Concentracion | Componente | Concentracién
Tris-base 0,3% Tris-base 0,3%
Glicina 1,44% Glicina 1,44%
SDS 0,1% Metanol 20%
pH 8,3

INCUBACION DE MEMBRANAS

Luego de la transferencia, se bloquearon los sitios inespecificos de las
membranas con leche en polvo 5% preparada en PBS-T (PBS con Tween 20
0,05%), durante una hora a temperatura ambiente. Finalizado el bloqueo, se
incubaron las membranas con los distintos anticuerpos primarios (ver Tabla 6)
diluidos en BSA (albumina sérica bovina) preparados en PBS-T, durante toda la
noche a 4C. Al dia siguiente, se incubaron con el correspondiente anticuerpo
secundario conjugado a la enzima HRP, también preparado en PBS-T BSA,
durante una hora a temperatura ambiente. Luego de realizar 3 lavados con

PBS-T 0,05% durante 10 minutos se procedio al revelado.

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados para WB.

Anticuerpos primarios

Antigeno lgG Dilucién Num. catalogo Proveedor
TRRII Conejo 1:300 220 Santa Cruz
pSMAD3 Conejo 1:200 11789 Santa Cruz
FST Ratén 1:150 365003 Santa Cruz
Anticuerpos secundarios acoplados a HRP
Antigeno Dilucién Num. catalogo Proveedor
Anti-1gG conejo 1:3000 7074 Cell signaling
M-1gGk 1:200 516102 Santa Cruz

REVELADO DE MEMBRANAS
Las bandas inmunorreactivas se revelaron mediante la deteccion de la

guimioluminiscencia liberada por la oxidacién del sustrato luminol (250 mM), en
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presencia de H202. Esta reaccion es catalizada por la enzima HRP que se
encuentra acoplada al anticuerpo secundario. La quimioluminiscencia emitida
por las membranas en contacto con el reactivo de revelado se detect6é en el
equipo Gbox Chemi HR16 (Syngene). La intensidad de las bandas (en pixeles)
se cuantifico por medio del programa Image J. Los valores de intensidad de las
bandas correspondientes a las proteinas de interés se relativizaron al valor de
intensidad de la banda de GAPDH (control de carga) en la misma muestra y
dicha relacion se expresé en unidades arbitrarias (u.a.). Entre incubaciones con
distintos anticuerpos primarios se realizé sobre la membrana una incubacién
con buffer de stripping (Tris-HCI 62,5 mM, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 100
mM, pH 6,7) durante 40 min a 50C, y luego se repitié el proceso de incubacion

de las membranas descripto anteriormente.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE DOPAMINA EN
LOS HIPOTALAI\/'IOS,DE RATONES HEMBRA HCGB POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)

Los hipotalamos de los tres grupos experimentales utilizados en el tratamiento
in vivo con ABT-898 se recolectaron y mantuvieron a -70C hasta el momento
de uso. La escision de dicho tejido se realiz6 considerando un area limitada
anteriormente por el quiasma Optico, lateralmente por las fisuras hipotalamicas,
posteriormente por el borde caudal de los cuerpos mamilares y superiormente
por el surco hipotalamico. Los hipotadlamos fueron pesados, homogeneizados y
desproteinizados en un buffer 0,2 N de &cido perclorico (HCIOs4). Se
centrifugaron los homogenatos y se inyect6 50 pl del sobrenadante obtenido en
una columna de fase reversa de 12,5 cm x 4 mm de Nova-Pak C18 (Waters).
Se utilizd una fase moévil compuesta por NaH2PO4.H20 de concentracion 0,076
M, EDTA de concentracién 0,99 mM, 5,24 ml/l de PICB8 y 6% de metanol. El
potencial del electrodo se fij6 en 0,7V y se evaludé la concentracién del
neurotransmisor mediante un detector electroquimico BAS LC-4C acoplado a
un equipo de HPLC modelo Varian 5000. Los valores se cuantificaron en base
a curvas estandar producidas por el mismo sistema de datos y la concentracion

de dopamina se determino en funcion del peso humedo del tejido.
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INMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) PARA LA DETECCION DE ACTRIB

PREPARACION DE LOS TEJIDOS

Los tejidos fueron fijjados en formalina 4% (formol 4% en PBS).
Posteriormente fueron sometidos a deshidratacion en alcoholes de gradacion
creciente (EtOH 70%, 96%, 100%) y xilol y fueron finalmente embebidos en
parafina derretida a 60C. Los tacos de parafina fueron seccionados en un
micrétomo en secciones de 4 um de espesor y se montaron en portaobjetos de
vidrio. Los vidrios se utilizaron posteriormente para detectar la expresion y

localizacion de las proteinas de interés mediante inmunohistoquimica.

PROTOCOLO

La desparafinacién de los cortes se realizé con SafeClear Il (Fischer Sientific)
con 3 cambios de 15 min cada uno, luego se hidrataron con alcoholes de
graduacion decreciente (Fischer Sientific) (2 cambios de 5 min cada uno). Se
realiz6 el bloqueo de peroxidasas enddégenas con una solucion al 0,3% de agua
oxigenada en etanol 70% durante 25 min a temperatura ambiente. Se
realizaron lavados con agua destilada (3 cambios de 5 min cada uno) y luego
se realizaron lavados con PBS 1X (Thermofisher, catalogo num AM9625) (3
cambios de 5 min cada uno). Posteriormente, se realiz6 la exposicion de
antigenos colocando los cortes en una solucién de citrato de sodio 10 mM en
calor de microondas durante 2 min a una potencia del 100% y 14 min a una
potencia del 20%. Se dejaron reposar durante 15 min y se realizaron lavados
con agua destilada (3 cambios de 5 min cada uno) y con PBS 1X (3 cambios de
5 min cada uno). Luego se realizdé un blogueo de inespecificos con 2,5% de
BSA en PBS a temperatura ambiente durante 30 min. Sin lavar, se incubaron
los cortes toda la noche a 4C con el anticuerpo primario (ActRIB, Abcam) en
una dilucién 1:1000 de 2,5% de BSA en PBS. Al dia siguiente, se realizaron
lavados con PBS 1X (3 cambios de 5 min cada uno) y se incubo con el
anticuerpo secundario biotinilado anti-conejo (Vector Laboratories, dilucion
1/100) durante 30 min a temperatura ambiente. Se realizaron los lavados con
PBS 1X (3 cambios de 5 min cada uno). Luego se incubaron los cortes con la
Streptavidina unida a peroxidasa (ABC Kit Elite Universal, Vector, catalogo
PK6100) a temperatura ambiente durante 30 min. Se realizaron lavados con
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PBS 1X (3 cambios de 5 min cada uno) y finalmente se revel6 con
diaminobenzidina (SIGMAFAST™) durante 3 minutos y se frend la reaccion
con agua doblemente destilada. Se realizé una contratincidon con hematoxilina
(Sigma, catalogo 51275) durante 1 min y se realiz6 un lavado profundo con
agua corriente durante 15 min. Por ultimo, se montaron los cortes con previa
deshidratacion en alcoholes de graduacion creciente (10 minutos cada pasaje,
con 2 cambios en ETOH 100° y dos de xilol). Finalmente se montaron con
Bélsamo de Canada sintético (Biopack). Los cortes fueron analizados con un
escéner digital ScanScope de Leica (Aperio).

INMUNOFLUORESCENCIA (IF) INDIRECTA DOBLE PARA LA
DETECCION DE ACTRIB Y PRL

Para la realizacion de las IF nos pusimos en contacto con la Dra. Silvina
Gutiérrez y el Dr. Pablo Pérez del Centro de Microscopia de la Universidad
Nacional de Coérdoba quienes tienen vasta experiencia en técnicas histologicas.
Siguiendo la metodologia propuesta por la Dra. Gutiérrez y el Dr. Pérez,
descripta en Pérez et al. (Perez et al., 2015), realizamos cortes en criostato de
de las hipofisis de los distintos grupos experimentales e incubamos con las
soluciones de bloqueo en camara humeda 1 h a temperatura ambiente.
Finalizado el bloqueo, incubamos los cortes con los anticuerpos especificos
anti-ActRIB (Abcam) y anti-PRL (AF65191) en una dilucion de 1:150 y 1:1000,
respectivamente, durante toda la noche a 4C en cdmara humeda. Al dia
siguiente, se realizaron dos lavados en PBS-Triton 0,2% durante 5 minutos en
agitacion y se incubaron los cortes con anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado a Texas Red (anti-rb-TEXRED) y anti-guinea pig conjugado a
fluoresceina (anti-gp-FITC) (Chemicon International, Temecula, CA., USA)
durante 1 hora en camara humeda en oscuridad a temperatura ambiente.
Luego, retirando el excedente, se realizaron pasajes sucesivos de 5 min con
PBS-Triton 0,2% y se sembraron aproximadamente 20 pl por corte de una
dilucion 1:5000 de DAPI (stock: 5mg/mL; Molecular probes) en PBS 1X y se
dejaron incubando durante 5 minutos en camara humeda en oscuridad a
temperatura ambiente. Luego, se realizaron dos lavados en agitacion con PBS

1X durante 5 minutos y con agua destilada durante 1-2 minutos. Se utilizd
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Prolong (Molecular probes) para el montaje. Una vez secos los cortes, se

visualizo la marca en los mismos con un microscopio de fluorescencia Nikon.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos experimentales se realizO mediante el
programa GraphPad Prism 6. Los resultados se expresaron como la media *
error estandar (ESM). Las pruebas estadisticas utilizadas en cada caso se
describen en la leyenda de la figura correspondiente. Se consideraron
diferencias significativas cuando el p<0,05. En todos los casos se verificd que
se cumplieran los supuestos de los modelos estadisticos utilizados: normalidad
mediante la prueba de Shapiro-Wilk (p>0.05) y homogeneidad de varianzas,
mediante la prueba de Levene (p>0.05). En ciertos casos, los datos fueron
transformados para cumplir con los supuestos de normalidad y homogeneidad
de varianzas requeridos para aplicar test paramétricos, aplicandose
transformaciones logaritmicas o raiz cuadrada. A lo largo de la tesis, se
aplicaron los siguientes pruebas paramétricas: a) prueba t de Student, para
comparar las medias de dos grupos independientes; b) analisis de varianza
(ANOVA) de 1 factor, para comparar las medias de 3 0o mas grupos
independientes; ¢c) ANOVA de 2 factores, en aquellos casos donde se dese0
evaluar el efecto de 2 factores y su interaccion (sexo y genotipo, genotipo y
ovariectomia). Para efectuar las comparaciones mdltiples de a pares luego del
ANOVA de 2 factores, se aplicé la prueba post-hoc de Bonferroni, el cual
permite el analisis de modelos no balanceados. Para los ANOVA de 1 factor se
utilizé el post-test de Dunnet y de Tuckey, segun se compararan los valores
experimentales obtenidos respecto de un grupo control 0 segun se quisieran
comparar todos los grupos experimentales entre si, respectivamente. Valores
de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos. Para todos los
graficos de este tesis fueron consideradas las siguientes significancias: a,
p=0,05; b, p=0,01; c, p=0,001; d, p=0,0001, acorde a lo establecido en
GraphPad Prism 6. En el caso de repetirse una misma significancia para dos
variables distintas en el mismo grafico se procedié a distinguirlas de la

siguiente manera: a (*); b (**); ¢ (***); d (****).
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GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA

La gonadotrofina coriénica humana (hCG), secretada normalmente por la
placenta, es una hormona que pertenece a la familia de hormonas
glicoproteicas junto con FSH, LH y TSH (Sterner-Kock et al., 2002);(Cahoreau,
Klett, & Combarnous, 2015). Estas glicoproteinas comparten similitudes
estructurales, todas ellas son heterodimeros de subunidades alfa (a) y beta (B)
gue se unen por enlaces no covalentes. La subunidad a es compartida por las
cuatro hormonas, mientras que la subunidad B es hormono-especifica y
responsable de la actividad biolégica. La formacion del heterodimero es un
evento esencial para la correcta funcionalidad de estas glicoproteinas.

Dentro de esta familia, hCG actia sobre el mismo receptor que la hormona
LH (RLH), promoviendo la sintesis de esteroides ovéricos y la ovulacion en
hembras, asi como la produccion de andrégenos en machos (Gharib, Wierman,
Shupnik, & Chin, 1990).

RATONES HCGB

Como mencionamos anteriormente, los ratones que sobreexpresan la
subunidad B de hCG presentan un marcado dimorfismo sexual. Mientras que
los machos hCGR+ son fértiles y evidencian una correcta espermatogénesis a
pesar de un tamafo testicular reducido, las hembras hCGB+ presentan
pubertad precoz, infertilidad, estructura uterina anormal y una elevada
esteroidogénesis ovarica (Rulli et al., 2003).

A su vez, en este modelo experimental, solo las hembras hCGB+ desarrollan
prolactinomas, siendo el crecimiento de la glandula evidente a partir de los 2
meses de vida, llegando a presentarse como un adenoma de gran tamafio
hacia los 8-10 meses, acompafnado de una severa hiperprolactinemia (Rulli et

al., 2002). Ademas, estas hembras hCGB+ adultas, presentan elevados niveles
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de progesterona (P4) en circulacién de hasta 50-100 veces mas que en sus
pares salvajes (wt) y un aumento de 3 a 6 veces mas de testosterona.

La participacion de la progesterona en el desarrollo de un prolactinoma es
controvertida. En un principio, los elevados niveles de P4 sérica en hembras
hCGp+ adultas fueron propuestos como principales responsables del desarrollo
tumoral; sin embargo, se demostrd0 que dicho desarrollo era, en realidad,
dependiente de la presencia de estrégenos (Ahtiainen et al., 2010). Si bien es
sabido que una exposicion cronica a elevados niveles de estrogenos promueve
el desarrollo de un prolactinoma experimental (Heaney, Horwitz, Wang,
Singson, & Melmed, 1999);(Heaney et al., 2002), las hembras hCGp+ adultas
poseen niveles séricos fisiolégicos de esta hormona. Por otro lado, la
exposicién crénica a progesterona no produce prolactinomas per sé (Rulli et al.,
2002).

Por esta razon, otros factores ademas de progesterona y estradiol estarian

involucrados en el desarrollo de un prolactinoma en este modelo experimental.

TGFB1 EN HIPOFISIS

TGFB1 es una citoquina que se presenta como un homodimero de 25 kDa. Su
secuencia aminoacidica se ha mantenido altamente conservada en distintas
especies a lo largo de la evolucién y sus funciones son muy similares tanto en
humanos como en otros animales, relaciondndose principalmente con la
proliferacion celular, la diferenciacion y el crecimiento (Kajdaniuk, Marek,
Borgiel-Marek, & Kos-Kudla, 2013). Si bien en hipdfisis la sintesis de TGFB1 se
da principalmente en los lactotropos, esta citoquina es también sintetizada por
células foliculo estrelladas (Burns & Sarkar, 1993);(Jin, Tsumanuma, Ruebel,
Bayliss, & Lloyd, 2001).

En hipofisis, TGFB1 ha sido descripto como un factor inhibitorio de la
proliferacion de los lactotropos y de la sintesis y secrecion de PRL. Ademas, su
expresion y actividad se han encontrado reducidas en modelos experimentales
de prolactinomas, sugiriendo la participacion de esta citoquina en el desarrollo
tumoral (Pastorcic, De, Boyadjieva, Vale, & Sarkar, 1995);(Recouvreux et al.,
2012);(Recouvreux et al., 2013).
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BIOLOGIA DE TGFB1

La biologia de TGFB1 es compleja. Esta citoquina es sintetizada como un
precursor inactivo (pro-TGFB1) que contiene un pro-dominio N-terminal
conocido como proteina asociada de latencia (LAP). Si bien la unién entre LAP
y TGFB1 es clivada en el trans-Golgi por enzimas de tipo furina (Dubois,
Laprise, Blanchette, Gentry, & Leduc, 1995); el dimero TGFB1 permanece
asociado a LAP de forma no covalente, aun luego del clivaje, formando el
complejo latente menor (SLC, Small Latent Complex) (Annes, Munger, & Rifkin,
2003). La unién a LAP es suficiente para conferirle latencia a TGFB1.

Antes de ser secretado, este pequeiio complejo latente se asocia en forma
covalente con una proteina de union a TGFP latente, LTBP (Latent TGFj
Binding Protein) (Figura 1.1). Esta union se da a través de puentes disulfuro
entre residuos cisteina presentes tanto en la proteina LAP como en la proteina
LTBP, dando lugar a la formacién del complejo latente mayor (LLC, Large
Latent Complex).

En mamiferos hay cuatro isoformas de LTBPs (LTBP1-4), de las cuales sélo
LTBP1, LTBP3 y LTBP4 se asocian a LAP. Estudios in vitro e in vivo
demostraron que la interaccién de LTBP con TGFB1 latente es fundamental
para el correcto plegamiento y secrecion del complejo (Miyazono, Olofsson,
Colosetti, & Heldin, 1991);(Sterner-Kock et al., 2002);(Y. Chen et al., 2003).
Ademas, las LTBPs son importantes mediadoras de la disponibilidad
extracelular de TGFB1, ya que intervienen no sélo en su secrecion y activacion,
sino también en su localizacion dentro de la matriz extracelular (MEC) (Rifkin,
2005). El complejo latente mayor (LTPB-LAP-TGF[B1) es secretado al exterior
de la célula e incorporado a la MEC a través de uniones covalentes entre las
LTBPs y distintas fibras de la matriz (Annes, Chen, Munger, & Rifkin, 2004).

Luego de ser secretado, TGFB1 permanece inactivo a modo de reserva
dentro del complejo, anclado a la MEC. La actividad biol6gica de la citoquina
dependera de la liberacibn de sus proteinas de latencia, proceso que se
conoce bajo el nombre de activacion (Yoshinaga et al., 2008). (Figura 1.1).

Se han descripto varios activadores de TGFB1, incluyendo proteasas,
trombospondina 1 (TSP1), integrinas aVB6 y aVP8 y especies reactivas de

oxigeno, entre otros. Estas moléculas “activadoras” disocian a TGF(1 de sus
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complejos latentes y, si bien su importancia biologica individual en la liberaciéon
de la citoquina y su regulacion local en diferentes tejidos aun no estan
completamente dilucidados, todas estas moléculas responden a perturbaciones
en la MEC (Annes et al., 2004);(Kubiczkova, Sedlarikova, Hajek, & Sevcikova,
2012). Por otro lado, ha sido descripto que la acidificacion del pH (pH<4) in
vitro, es un factor que promueve la liberacion de TGFB1 de sus complejos
latentes, posiblemente debido a la desnaturalizacion de LAP (Oreffo, Mundy,
Seyedin, & Bonewald, 1989).

DR Matriz extracelular

= o @

Dimerizacién \‘. \ /» o 4\/
Erd |

Célula L
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TSP - /
- B

Citoquina activa ’/¥ '/

Figura 1.1. Representacion esquematica de la sintesis y activaciéon de TGFB1. SLC,
complejo latente menor; LTBP, proteina de uniéon a TGF latente; LLC, complejo latente mayor.
TSP, trombospondina. Imagen tomada y modificada de Kubiczkova et al. (Kubiczkova et al.,
2012).

Dentro de los mecanismos de activacion propuestos, las proteasas (plasmina,
MMP9, calicreinas) activarian a TGFB1 desestabilizando a los complejos
latentes mediante la protedlisis de sitios sensibles ubicados dentro de las
LTBPs y/o de las proteinas LAP, favoreciendo la liberacion de la citoquina y su
consecuente activacion (Lyons, Gentry, Purchio, & Moses, 1990);(Yu &

Stamenkovic, 2000).
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Por otro lado, se postula que TSPl interactia directamente con LAP
modificando su conformacion, permitiendo asi la liberacion de TGFB1 (Ribeiro,
Poczatek, Schultz-Cherry, Villain, & Murphy-Ullrich, 1999).

Si bien el rol de TSP1 en el desarrollo de un prolactinoma no se encuentra del
todo dilucidado, ha sido descripto que esta proteina, ademas de su potencial rol
como proteina estructural de la MEC, posee también secuencias repetitivas
(TSR tipo 1) que intervienen en la activacion del receptor CD-36 presente en
las células endoteliales promoviendo la inhibicibn de la angiogénesis
acompafnado de efectos antiproliferativos (Guo, Krutzsch, Inman, Shannon, &
Roberts, 1997).

TGFB1l: RECEPTORES Y EFECTORES INTRACELULARES

Una vez liberado de sus proteinas de latencia, TGFB1 se encuentra habilitado
para ejercer su actividad biolégica mediante unibn a sus receptores
transmembrana presentes en los lactotropos, el receptor de tipo 1 (TBRI)
también denominado ALK (Activin receptor-like kinase) y el receptor de tipo 2
(TBRII). Ambos receptores poseen actividad de serin/treonin quinasa y son los
iniciadores de la transduccién de sefiales intracelulares (Massague, 1998).

La uniébn de TGFB1 a TPRRII, constitutivamente fosforilado, provoca el
reclutamiento y la fosforilacion especifica del TBRI. Este receptor, a su vez,
fosforila y activa a los factores de transcripcion intracelulares citoplasmaticos
denominados proteinas SMAD (Small Mothers Against Decapentaplegic) que
regulan la transcripcion de los genes blanco de TGFB1 en el nacleo (Figura
1.2).

Dos de los genes blanco descriptos para TGFB1 son: KLF14 (Kruppel Like
Factor 14) y TMEPAI (Transmembrane Protein Androgen Induced 1). KLF14
codifica para una proteina que funciona como un correpresor transcripcional,
cuya induccion por TGFB1 promueve una represion de la expresion del TRRII
(Truty, Lomberk, Fernandez-Zapico, & Urrutia, 2009). Por otro lado, TMEPAI
codifica una proteina transmembrana que responde a TGFB1 e interfiere con la
sefalizacion de TRRI (Watanabe et al., 2010).

Debido a que la via de las proteinas SMADs es compartida por otros
miembros de la familia TGFB, la especificidad de accion de cada citoquina
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estara determinada por la activacion diferencial de distintos tipos de SMADs
que, a su vez, estaran determinados segun el tipo de receptor tipo 1 que esa
citoquina haya reclutado, fosforilado y activado.

Existen tres grupos de proteinas SMADs, las R-SMADs (SMAD1, SMAD2,
SMAD3, SMAD5, SMADS8) que son activadas por el receptor al que se asocian,
la co-SMAD o SMAD comun denominada SMAD4 y las I-SMADs (SMADG6 y
SMAD7Y) que poseen funcion inhibitoria. Tanto las R-SMADs como la co-SMAD
poseen un dominio de union a ADN que les permite modular la transcripcion a
través de los sitios de union a SMADs denominados SBE (Smad Binding
Elements). Por el contrario, las I-SMADs carecen de este dominio de union a
ADN vy, en cambio, compiten con las R-SMAD por la union a SMADA4,
funcionando como antagonistas intracelulares de las R-SMADs, impidiendo la
formacién del complejo que activa a los genes blanco (Wrana et al., 1992).

Mientras que en la mayoria de las células, el subtipo de TBRI al cual se une
TGFB1 es ALK5 cuya sefializaciéon se lleva a cabo a través de la fosforilacion
de SMAD2 y SMAD3, en células endoteliales TGFB1 puede activar tanto a
ALK5 como a ALK1, el cual sefaliza, en cambio, a través de SMAD1 (Derynck
& Feng, 1997).

ARNm ©2016 MvCancerGenome.ora

Figura 1.2. Representacion esquematica de la senalizacion de TGF@1. Imagen tomada y
modificada de mycancergenome.org.
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A lo largo de esta tesis nos referiremos al “sistema TGFB1” como el conjunto
de los distintos componentes aqui descriptos que participan en la regulacion de
la actividad biolégica de esta citoquina, desde su sintesis, ensamblaje en
complejos latentes, secrecion y activacion en la MEC, hasta sus receptores y

efectores intracelulares.

TGFB1 EN EL DESARROLLO DE UN PROLACTINOMA

Como mencionamos anteriormente, los principales reguladores del lactotropo
son la dopamina (DA) y los estrogenos. Sin embargo, si bien es sabido que una
desregulacion de estos factores conlleva al desarrollo de un prolactinoma,
existen también otras moléculas secretadas por la hipdfisis que contribuyen a la
regulacion de este tipo celular y entre ellas se encuentra TGFB1. Ha sido
demostrado que tanto DA como los estrogenos, regulan también la sintesis y
activacion de esta citoquina, asi como la expresion de los distintos
componentes de su sistema: proteinas de unidn, receptores, efectores
intracelulares, entre otros (Recouvreux et al., 2011);(Recouvreux et al., 2013);
mientras que DA aumenta la expresion de TGFB1 en los lactotropos, los
estrogenos disminuyen su sintesis y liberacidon, asi como también la expresion
de su receptor (Pastorcic et al., 1995);(D K Sarkar et al., 2005).

A su vez, la expresion y actividad de TGFB1 se han encontrado reducidas en
modelos experimentales de prolactinomas (Pastorcic et al., 1995);(Recouvreux
et al., 2012);(Recouvreux et al., 2013).

Sumado a estos factores, se sabe que existe una diferencia sexual en la
incidencia de los prolactinomas en la clinica, afectando en mayor medida a
mujeres en edad reproductiva comparado con los hombres de la misma edad
(relacién 10:1), equiparandose esta diferencia una vez establecida la
menopausia (relacion 1:1) momento en el cual los niveles estrogénicos en las
mujeres decaen. Esto podria sugerir una relacion entre los niveles hormonales
y la disponibilidad de la citoquina en hipofisis (Mindermann & Wilson,
1994);(Colao et al., 2003).
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OBJETIVO |

En base a los antecedentes mencionados, y ante la evidencia de que el
modelo experimental que sobreexpresa la subunidad B de la gonadotrofina
coribnica humana (hCGpB) presenta un marcado dimorfismo sexual en el
desarrollo de prolactinomas y, sabiendo que los factores que desencadenan el
desarrollo del prolactinoma en hembras hCGBR+ adultas no estan
completamente dilucidados, nos propusimos estudiar el rol del sistema TGF31
hipofisario en el desarrollo de un prolactinoma en este modelo de raton
transgénico y las diferencias sexuales encontradas en la aparicion de este
fenotipo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

+ Estudiar las diferencias sexuales en el desarrollo de un prolactinoma en
ratones hCGp.

¢+ Evaluar el contenido hipofisario de TGFB1 activo y total en ratones hCGJ de
ambos sexos y genotipos.

«» Estudiar la expresion de los distintos componentes del sistema TGFp1
(receptores, efectores intracelulares, proteinas de latencia, genes blanco)
comparativamente entre sexos y genotipos en ratones hCG.

% Evaluar el efecto de un tratamiento in vivo con un analogo a
trombospondina 1 (activador de TGFB1) en hembras hCGp+ sobre el

desarrollo de un prolactinoma.
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RESULTADOS |

DIMORFISMO SEXUAL EN EL DESARROLLO DE UN
PROLACTINOMA EN RATONES HCGB

Comenzamos nuestro trabajo evaluando el peso hipofisario (Figura 1.3A) en
ratones hCGB de ambos sexos y genotipos a los 6 meses de edad.
Corroboramos, acorde a lo previamente descripto (Rulli et al., 2002), que en
este modelo experimental so6lo las hembras hCGB+ desarrollan prolactinomas,
teniendo un aumento de hasta 15 veces el peso hipofisario de sus pares wt y
de los machos de ambos genotipos.

Mediante la técnica de radioinmunoensayo (RIA) evaluamos los niveles
séricos de prolactina en estos animales y evidenciamos que, concomitante al
desarrollo tumoral, las hembras hCGp+ presentan una marcada
hiperprolactinemia, con niveles de PRL de hasta 600 nanogramos por mililitro,
lo cual confirma el fenotipo de un prolactinoma. Este aumento en los niveles
séricos de PRL no se observo en machos, independientemente de su genotipo
(Figura 1.3B).
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Figura 1.3. Peso hipofisario y PRL sérica en ratones hCGB de 6 meses de edad de ambos
sexos y genotipos. n=11-12/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del
test post-hoc de Bonferroni. A) Peso hipofisario (mg). Interaccion p=0,0097; b, p<0,01 hembras
wt vs. hCGB+; ¢, p<0,001 machos vs. hembras. B) Prolactina sérica determinada por RIA
(ng/ml). Interaccién p<0,0001; **** p<0,0001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001 machos vs.
hembras.

46



Capitulo I: Diferencias sexuales en el desarrollo de un prolactinoma
en ratones que sobreexpresan hCGpB: Rol de TGFB1

CONTENIDO HIPOFISARIO DE TGFB1 ACTIVO Y TOTAL

Sabiendo que en hipdfisis TGFB1 actia como un inhibidor de la proliferacion
de las células lactotropas y de la secrecion de prolactina, estudiamos el
contenido hipofisario de la citoquina activa (libre de proteinas de latencia) y
total mediante el ensayo de ELISA en homogenatos de hipéfisis de hembras y
machos de 6 meses de edad, de ambos genotipos.

Encontramos que los niveles hipofisarios de TGFB1 activo se encuentran
significativamente disminuidos en hembras hCG[p+ respecto de sus pares wt.
Por otro lado, las hipofisis de machos presentan un elevado contenido de
TGFB1 activo respecto de las hembras wt, sin diferencias significativas entre
genotipos (Figura 1.4A).

Al evaluar los niveles de citoquina total, pudimos evidenciar el mismo patrén
observado para el contenido de citoquina activa, con valores significativamente
disminuidos en hembras hCGB+ respecto de sus pares wt, y con niveles
elevados en machos en comparacion a las hembras wt, independientemente de
su genotipo (Figura 1.4B).
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Figura 1.4. Contenido hipofisario de citoquina total y activa en ratones hCGf de 6 meses
de edad de ambos sexos y genotipos. n=8-9/grupo. Analisis estadistico. ANOVA de dos
factores, seguido del test post-hoc de Bonferroni. A) Contenido hipofisario de TGFB1 activo
(pg/mg proteina). Interaccién p=0,0274; a, p<0,05 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001 machos
vs. hembras. B) Contenido hipofisario de TGFB1 total (pg/mg proteina). Interaccion p=0,0054;
b, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001 machos vs. hembras.

Es interesante destacar que encontramos una relacion entre los niveles
séricos de PRL y el contenido hipofisario de citoquina activa en las hembras

hCGB. Como puede observarse en la Figura 1.5A, existe una correlacion
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inversa entre la secrecion de PRL y el contenido hipofisario de TGFB1 activo.
Dicha correlacién no se observa al evaluar la secrecion de PRL y el contenido
hipofisario de TGFB1 total (Figura 1.5C), asi como tampoco se observa en
machos (Figuras 1.5B y 1.5D).
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Figura 1.5. Correlacién entre los niveles hipofisarios de TGFB1 (pg/mg de proteina,
medidos por ELISA) y PRL sérica (ng/ml, medidos por RIA) en ratones de 6 meses de
edad de ambos sexos y genotipos. n=4-8/grupo. Andlisis estadistico: test de correlacion de
Pearson. TGF@31 activo en hembras (A) y machos (B). TGFB1 total en hembras (C) y machos

(D).

ACTIVIDAD BIOLOGICA DE TGFB1

Como mencionamos anteriormente, una vez activo, TGFB1 interactia con sus
receptores de membrana induciendo una cascada de sefializaciéon intracelular
que tienen como objetivo regular, entre otros parametros, la transcripcion de
genes blanco en el ndcleo.

Para estudiar la actividad biolégica de la citoquina en estos ratones,
evaluamos por PCR cuantitativa en tiempo real los niveles de expresion relativa
del ARNm de dos genes blanco de TGFB1: KLF14 y TMEPAI (Truty et al.,
2009);(Watanabe et al., 2010) (Figuras 1.6A y 1.6B, respectivamente).
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Encontramos que la expresion hipofisaria de ambos genes sigue el mismo
perfil observado en los niveles de contenido hipofisario TGFB1 activo. Las
hembras hCGR+ presentan menor expresion de KLF14 y TMEPAI respecto de
sus pares wt y los machos presentan niveles de expresion relativa elevados

respecto de las hembras wt, sin diferencia entre genotipos.
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Figura 1.6. Expresion relativa de genes blanco de TGFB1 evaluados por PCR cuantitativa
en tiempo real. Valores amplificados con oligos especificos para cada gen y normalizados a
CiclofilinaB. Los resultados estan relativizados a hembras wt. n=7-11/grupo. Andlisis
estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test post-hoc de Bonferroni. A) KLF14.
Interaccion p=0,0036; c, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001. B) TMEPAI. Interaccién
p<0,0003; ¢, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001.

EXPRESION DE RECEPTORES Y EFECTORES INTRACELULARES
DE TGFB1

Para poder analizar si la disminucién en la actividad bioldgica de la citoquina
podia deberse, ademas, a una disminucién en la expresiéon de sus receptores
y/o efectores intracelulares, evaluamos por PCR cuantitativa en tiempo real los
niveles hipofisarios de expresién relativa de los ARNm de los receptores de tipo
2 y de tipo 1 de TGFB1 (TBRII, ALK5 y ALK1) y de dos proteinas SMAD
involucradas en la sefalizacion de estos receptores (SMAD4 y SMAD?7).
Ademas, analizamos mediante técnica de western blot (wb) la expresion
proteica hipofisaria del receptor TBRII.

Encontramos que la expresion relativa del ARNm del TBRII, se encuentra
significativamente disminuida en hembras hCGB+ (prolactinoma) respecto de

sus pares wt (Figura 1.7A). Sin embargo, dicha disminucién no se refleja en los
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niveles proteicos, luego de ser evaluada mediante técnica de wb (Figura 1.7B).
Por otro lado, pudimos observar que la expresiéon del receptor TBRII, evaluada
tanto por PCR en tiempo real como por técnica de wb, posee una marcada
diferencia sexual, con niveles de expresion elevados en machos respecto de

las hembras, independientemente de su genotipo (Figuras 1.7Ay 1.7B).
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Figura 1.7. Expresion hipofisaria del receptor TBRIIl. Andlisis estadistico: ANOVA de dos
factores, seguido del test post-hoc de Bonferroni. A) Expresion relativa del ARNm normalizado
a CiclofilinaB medido por PCR cuantitativa en tiempo real. Valores relativizados a hembras wt.
n=7-12/grupo. Interaccion p=0,0003; c, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001. B)
Cuantificacion por densitometria de la intensidad de las bandas de TRRII relativa a las de
GAPDH. n=3/grupo. Interaccién ns; d, p<0,0001. C) Imagen representativa de las bandas
inmunoreactivas para TBRII (65 kDa) y para GAPDH (37 kDa), utilizada como control de carga.

Al evaluar la expresion hipofisaria de ARNm de los receptores de tipo 1,
observamos que so6lo ALK5 presenta niveles disminuidos en hembras hCGp+
respecto sus pares wt (Figura 1.8A), no observandose diferencias entre
genotipos en la expresion hipofisaria de ALK1 en las hembras (Figura 1.8B).
Por otro lado, encontramos que los machos presentan niveles marcadamente
elevados de expresion relativa tanto de ALK5 como de ALK1 respecto de las
hembras wt, sin diferencias entre genotipos (Figuras 1.8A y 1.8B,

respectivamente).
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Figura 1.8. Expresidon relativa de receptores ALK5 y ALK1l evaluados por PCR
cuantitativa en tiempo real. Valores amplificados con oligos especificos para cada gen y
normalizados a CiclofilinaB. Los resultados estan relativizados a hembras wt. n=7-12/grupo.
Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test post-hoc de Bonferroni. A) ALKS5.
Interaccion p=0,0004; ¢, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001. B) ALKL1. Interaccion ns;
d, p<0,0001.

A continuacion, evaluamos la expresion relativa de los ARNMmM
correspondientes a las proteinas SMAD4 y SMAD7, ambas relacionadas con la
regulacion de la sefal intracelular que dispara TGFB1 luego de unirse y activar
a su receptor. Observamos que, al igual que sucede con el receptor ALKS5,
tanto el ARNm de SMAD4 como el de SMAD7 presentan niveles de expresion
disminuidos en hembras hCGB+ respecto de sus pares wt (Figuras 1.9Ay 1.9B,
respectivamente). Por otro lado, los machos presentan niveles de expresion

relativa elevados respecto de las hembras wt, sin diferencias entre genotipos.
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Figura 1.9. Expresion relativa de SMAD4 y SMAD7 evaluados por PCR cuantitativa en
tiempo real. Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5-
12/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test post-hoc de Bonferroni.
A) SMADA4. Interaccion p=0,0027; a, p<0,05 hembras wt vs. hCGf+; ¢, p<0,001. B) SMAD?7.
Interaccion p=0,0137; ***p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; ¢, p<0,001.
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EXPRESJON DE OTRAS PROTEINAS REGULADORAS DE LA
BIOLOGIA DEL SISTEMA TGFB1: FURINA Y LTBPS

Como mencionamos en la introduccién de este capitulo, TGFB1 es sintetizado
como un precursor inactivo formado por la citoquina biolégicamente activa
fusionada a un pro-péptido que le confiere latencia, denominado LAP. Este
precursor inactivo contiene una secuencia consenso que es reconocida por la
enzima convertasa furina, la cual se encarga de escindir el precursor LAP,
separandolo de TGFB1 maduro, en el aparato de Golgi. Por este motivo, la
enzima furina constituye el primer paso necesario para la formacion del
complejo latente de TGFB1 y, por lo tanto, alteraciones en su expresién o
funcién podrian repercutir en un desbalance en la acumulacion de precursor
inactivo y en la correcta secrecion y posterior activacion de TGF31.

Al evaluar la expresion hipofisaria de furina, no encontramos diferencias
significativas entre hipofisis wt de ambos sexos (Figura 1.10); sin embargo,
observamos niveles elevados del ARNm de los machos hCGB+ respecto de
Sus pares wt.

Por otro lado, al ser las LTBPs componentes importantes del sistema TGF(31,
por estar involucrados en el correcto plegamiento, secrecidén, anclaje en la
matriz extracelular y en el control de la reserva de la citoquina y su posterior
activacion, analizamos las diferencias sexuales y genotipicas en la expresion
relativa del ARNm de dos LTBPs que forman parte del complejo latente mayor
de TGFB1: LTBP1 y LTBP3.

Encontramos que LTBP1 presenta niveles de expresion disminuidos en
hembras hCGB+ respecto de sus pares wt (Figura 1.10A). Sin embargo, al
evaluar la expresion de LTBP3, s6lo encontramos diferencias genotipicas en
machos, con niveles de expresioén relativa elevados en los hCGB+ respecto de
sus pares wt (Figura 1.10B). Por otro lado, ambos genes presentan diferencias
sexuales, con niveles de expresion relativa elevados en machos respecto de

las hembras (Figuras 1.10A y 1.10B, respectivamente).
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Figura 1.10. Expresion relativa de furina, LTBP1 y LTBP3 evaluados por PCR cuantitativa
en tiempo real. Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt.
n=5-12/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test post-hoc de
Bonferroni. A) Enzima furina. Interaccién ns; ¢, p<0,001 machos wt vs. hCGB+. B) LTBP1.
Interaccion p=0,01; b, p<0,01 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001. C) LTBP3. Interaccion
p=0,0064; b, p<0,01 machos wt vs. hCG+; d, p<0,0001.

EVALUACION DE POSIBLES ALTERACIONES EN EL TONO
DOPAMINERGICO

Dado que DA estimula al sistema TGF1 hipofisario (D K Sarkar et al., 2005),
analizamos el tono dopaminérgico en ratones hCG con el objetivo de evaluar
si un tono dopaminérgico disminuido podria estar involucrado en la disminucién
del sistema TGFB1 hipofisario evidenciado en las hembras hCGB+, respecto de
sus pares wt. Para ello evaluamos en hipotalamos la expresion de tirosina
hidroxilasa (TH, enzima limitante en la sintesis de DA), el contenido de DA en
hipotalamo, y la expresion de los receptores de dopamina tipo 2 en hipdfisis.

En hipotdlamos de hembras y machos de ambos sexos y genotipos,
estudiamos la expresion relativa del ARNm de la TH mediante PCR cuantitativa

en tiempo real. Observamos que la expresidon de esta enzima presenta
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diferencias genotipicas en hembras, con niveles de expresion disminuidos en
hipotalamos de hembras hCGB+ respecto de sus pares wt. Asimismo,
observamos diferencias sexuales, con niveles de expresion disminuidos de TH
en machos respecto de las hembras, sin diferencias entre genotipos (Figura
1.11A).

Por otro lado, al evaluar la expresion hipofisaria de los receptores tipo 2 de
DA (RD2), encontramos nuevamente diferencias genotipicas solo en hembras,
con niveles elevados de ARNm en las hipéfisis de hembras hCGB+ respecto de
sus pares wt, siendo estos niveles similares a los observados en machos de
ambos genotipos (Figura 1.11B).

Dadas las diferencias genotipicas encontradas, postulamos que un menor
tono dopaminérgico en las hembras hCGB+ podria estar indicando una falta de
estimulo por parte del hipotdlamo sobre el sistema TGFB1 hipofisario. Para
evaluar esta posibilidad, determinamos por cromatografia liquida de alta
eficacia o HPLC (High Performance Liquid Chromatography) el contenido de
DA y de su metabolito DOPAC en hipotalamos de hembras de ambos
genotipos. Sin embargo, como podemos observar en las figuras 1.11C y 1.11D,

no encontramos diferencias significativas.
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Figura 1.11. Tono dopaminérgico en ratones hCGB. A) Expresion hipotalamica de TH.
Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5-7/grupo.
Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test post-hoc de Bonferroni.
Interaccion p=0,0021; ****p<0,0001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001. B) Expresion
hipofisaria del receptor de DA tipo 2 (RD2). Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados
relativizados a hembras wt. n=5-7/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido
del test post-hoc de Bonferroni. Interaccion p=0,0021; ****p<0,0001 hembras wt vs. hCGB+; c,
p<0,001; d, p<0,0001. C) Contenido de DA en hipotalamos de hembras de ambos genotipos.
n=6/grupo. Andlisis estadistico: Test de Student; p=0,6334; sin diferencias significativas entre
ambos grupos. D) Contenido de DOPAC en hipotdlamos de hembras de ambos genotipos.
n=6/grupo. Andlisis estadistico: Test de Student; p=0,6334; sin diferencias significativas entre
ambos grupos.
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CONCLUSIONES PARCIALES:
Los resultados previos indican que las hembras hCGB+ con desarrollo de

prolactinomas presentan una disminucion significativa de:

% TGFB1 activo y total

% Actividad biologica de TGFB1: KLF14 y TMEPAI
% TBRII

% ALK5

% SMAD4

s SMAD7

s LTBP1

*

En este contexto, postulamos que el sistema TGFB1 se encuentra involucrado
en el desarrollo de un prolactinoma, y que una disminucién significativa en la
expresion de los componentes de su sistema podria estar colaborando con el
desarrollo tumoral en las hembras hCG(3+ de este modelo experimental. Para
evaluar esta posibilidad, proponemos que una recuperacién farmacologica de
los niveles de TGFB1 activo podria aumentar la disponibilidad de citoquina
biol6gicamente activa en matriz extracelular y revertir el desarrollo tumoral en

las hipofisis de hembras hCGB+.

EFECTO DE UN TRATAMIENTO FARMACOLOGICO TENDIENTE A
RESTAURAR LOS NIVELES HIPOFISARIOS DISMINUIDOS DE
TGFB1 EN PROLACTINOMAS

Como mencionamos previamente en la introduccion de este capitulo,
trombospondina 1 (TSP1) es una glicoproteina que se encuentra localizada en
matriz extracelular y es considerada un activador endégeno de TGFB1. TSP1
estd compuesta por tres cadenas homdlogas que contienen diferentes
dominios estructurales denominados secuencias repetitivas (TSRs) y las hay
de tipo 1, 2 o0 3 (Lawler, 2002). Las TSR de tipo 1 (TSR1) contienen un sitio de
unién a la proteina CD36 y son capaces de promover la inhibicion de la
angiogénesis acompafada de efectos antiproliferativos (Guo et al., 1997). Por
este motivo, las TSR1 captaron la atencion de diversos laboratorios
farmacéuticos que comenzaron a desarrollar péptidos miméticos de estas

secuencias con el objetivo de mimetizar especificamente la actividad
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antiangiogénica de esta compleja glicoproteina y estudiar su efectos en
tratamientos contra el cancer (Henkin & Volpert, 2011).

Es interesante destacar que las secuencias TSR1 son también responsables
de la activacion de TGFB1 por TSP1, ya que contienen las secuencias capaces
de unir a LAP (proteina encargada de brindarle latencia a TGFB1 en MEC) y

desestabilizarlo liberando a TGFB1 del complejo latente (Figura 1.12).

e (Jiaee000 mm

TSR tipo 1

Figura 1.12. Esquema representativo de la estructura de TSP1. Se muestran los dominios
TSR tipo 1 (TSR1) incorporados al péptido sintético. Imagen tomada y modificada de Ren y col.
(Ren, Yee, Lawler, & Khosravi-Far, 2006).

ABT-510 fue uno de los primeros péptidos miméticos de TSP1, desarrollado
por laboratorios ABBOTT, con una potente actividad pro-apoptotica sobre
células endoteliales en cultivo y bien tolerado clinicamente (Haviv et al., 2005).
Este compuesto fue evaluado en ensayos clinicos en fase Il para el tratamiento
de cancer de cabeza y cuello, linfoma y carcinoma renal, entre otros
(Ebbinghaus et al., 2007);(Gordon et al., 2008). En una segunda generacion de
analogos de TSP-1 surge otro péptido, el ABT-898, cuya ventaja respecto de
su predecesor ABT-510, es que presenta una menor tasa de clearance, con lo
cual se deseaba que su potencia sea aun mayor que sus antecesores (Garside
et al., 2010);(Campbell, Greenaway, Henkin, & Petrik, 2011).

Disefio experimental: Para evaluar si el analogo de TSP1, ABT-898, posee la

capacidad de aumentar los niveles de TGFB1 activo hipofisario, revertir el
desarrollo tumoral y la secrecion de PRL, se realiz0 el siguiente protocolo
experimental (ejemplificado en la Figura 1.13): Se utilizaron 8 hembras hCGB+
de 4 meses de edad divididas en dos grupos; un grupo fue tratado con ABT-

898 (grupo ABT-898, 100 mg/kg, i.p., Laboratorios Abbott) y el otro grupo fue
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tratado con el vehiculo Dextrosa 5% (grupo control). El tratamiento consistio
en la administracion de 3 inyecciones semanales durante tres semanas. 24
horas luego de la ultima inyeccion, se sacrificaron los ratones y se recolecté
sangre troncal y la adenohipdfisis para posteriores andlisis.

Ambos grupos experimentales fueron comparados con hipoéfisis normales
obtenidas de ratones hembra adultas de la misma edad al momento del

sacrificio (grupo wt).

Tiempo (semanas) 5 meses de edad

Semanal Semana 2 Semana 3

Ratones hCGpB+ tratados: ABT-898: 100 mg/kg; ip
Control: vehiculo dextrosa 5%; ip

Figura 1.13. Esquema representando el disefio experimental del tratamiento realizado en
ratones hCGf con el péptido andlogo a TSP1, ABT-898.

Finalizado el tratamiento, analizamos los pesos hipofisarios de estos animales
y corroboramos, acorde a lo previamente expuesto en la figura 1.1 de este
mismo capitulo, que el grupo de hembras hCGB+ desarrollé prolactinomas,
evidenciado por un peso hipofisario elevado respecto de las hembras wt. Es
interesante destacar que el tratamiento de solo tres semanas con ABT-898,
contrarrestd el crecimiento tumoral en hembras hCGB+, observandose en este
grupo un peso hipofisario disminuido respecto a las hembras hCGR+ tratadas
con vehiculo (Figura 1.14A).

Cuando evaluamos por RIA los niveles séricos de PRL y el contenido
hipofisario de esta hormona encontramos que el tratamiento con ABT-898 logro
disminuir muy significativamente la hiperprolactinemia caracteristica de las
hembras hCGB+ (Figura 1.14B).
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Al evaluar el contenido de PRL en hipdfisis, evidenciamos un aumento de
contenido hipofisario de esta hormona en las hembras hCGB+ tratadas con
ABT-898, respecto de las hembras hCGpB+ control (Figura 1.14C). Estos
resultados sugieren una recuperacion en la inhibicion de la secrecion de
hormona sobre el lactotropo.

En homogenatos de hipdfisis analizamos mediante técnica de ELISA el
contenido de citoquina activa. Como podemos observar en la figura 1.14D, las
hipdfisis de hembras hCGB+ presentaron niveles disminuidos de TGF(1 activo
respecto de sus pares wt, como se describié anteriormente en la Figura 1.4 de
este mismo capitulo. El tratamiento con ABT-898 logr6 restaurar los niveles
hipofisarios de TGFB1 activo en hipodfisis de hembras hCGB+, aun por encima
de los valores encontrados en hembras wit.

Cuando estudiamos la relacion entre los niveles séricos de PRL y el contenido
de TGFB1 activo en hipdfisis, encontramos nuevamente una correlacion inversa
entre la secrecion de PRL y el contenido hipofisario de TGFB1 activo (Figura
1.14E).
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Figura 1.14. Tratamiento in vivo con ABT-898. n=5-7/grupo. A) Peso hipofisario (mg).
Andlisis estadistico: ANOVA de un factor, seguido del test de Tukey, p=0,0054; b, p<0,001
hembras wt vs. control; a. p<0,05 hembras control vs. ABT-898. B) PRL sérica medida por RIA
(ng/ml). Andlisis estadistico: ANOVA de un factor, seguido del test de Tukey, p=0,0001; c,
p<0,001 hembras wt vs. control; b, p<0,001 hembras control vs. ABT-898. C) Concentracion
hipofisaria de PRL medida por RIA (ng/mg). Analisis estadistico: ANOVA de un factor, seguido
del test de Tukey, p=0,0004; c, p<0,001 hembras wt vs. control; a, p<0,05 hembras control vs.
ABT-898. D) Contenido hipofisario de citoquina activa (pg/mg proteina) medido por ELISA en
ratones wt, control y ABT-898. Analisis estadistico: ANOVA de un factor, seguido del test de
Tukey, p=0,0007; a, p<0,05 hembras wt vs. control; ¢, p<0,001 hembras control vs. ABT-898.
E) Correlacion entre los niveles hipofisarios de TGFf1 (pg/mg de proteina, medidos por ELISA)
y PRL sérica (ng/ml, medidos por RIA) en ratones wt, control y ABT-898. Andlisis estadistico:
test de correlacion de Pearson.
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OTROS MIEMBROS DE LA FAMILIA TGFB

Como mencionamos en la introduccion general, existen otros miembros de la
familia TGFB que han sido asociados al desarrollo de un adenoma hipofisario,
entre ellos, el factor de crecimiento transformante beta 3 (TGFB3) y la proteina
morfogenética del hueso 4 (BMP4, bone morfogenetic protein 4) (Green et al.,
1996);(Paez-Pereda et al., 2003). Por esta razén, para evaluar si las
alteraciones encontradas en los prolactinomas de las hembras hCGB+ eran
especificamente del sistema TGFB1, analizamos los niveles de expresion
relativa de los ARNm de TGFB3 y BMP4 en nuestro modelo experimental.

Como podemos observar en la Figura 1.15A, no encontramos diferencias
genotipicas en hembras para TGFB3. Por otro lado, encontramos que los
machos presentan un nivel de expresion relativa disminuida respecto de las
hembras, sin diferencias entre genotipos.

Al evaluar los niveles de expresion de BMP4 y encontramos que las hembras
hCGp+ presentan niveles de expresion disminuidos respecto de sus pares wt.
Por otro lado, los machos presentan niveles de expresion significativamente
reducidos respecto de las hembras, sin diferencias entre genotipos (Figura
1.15B).

Estos resultados indicarian que TGFB3 no se encontraria relacionado al
desarrollo de un prolactinoma en las hembras hCGBR+ de este modelo
experimental. Por otro lado, futuros ensayos serian necesarios para evaluar la
causa/efecto de los menores niveles de BMP4 en los prolactinomas de
hembras hCGB+, pero dada la muy baja expresidon encontrada en machos,
podriamos sugerir que los menores niveles de BMP4 encontrados en hipdfisis

de hembras hCGp+ no participarian del desarrollo tumoral.
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Figura 1.15. Expresién relativa TGFB3 y BMP4 evaluados por PCR cuantitativa en tiempo
real. Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5-7/grupo.
A) TGFB3. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores, interaccion p=0,9966; b, p<0,001. B)
BMP4. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, interaccién p=0,0055; ***p<0,001 hembras
wt vs. hCG[+; ¢, p<0,001.

DISCUSION |

Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que los principales
reguladores del lactotropo, dopamina (DA) y estradiol, son también reguladores
de TGFB1 en hipdfisis (Recouvreux et al., 2011). Asimismo, se ha remarcado la
importancia de TGFB1 hipofisario como factor inhibidor de la funcionalidad de
las células del lactotropo (Recouvreux et al., 2013). Ademas, una disminucién
en los niveles de expresion de diversos componentes de este sistema han sido
relacionados a la aparicion de un prolactinoma (Pastorcic et al., 1995);(Green
et al., 1996);(Dipak K Sarkar, 2006).

Con estos antecedentes, en este primer capitulo decidimos estudiar en el
modelo de ratones hCGB el “sistema TGFB1”, al cual definimos como los
distintos componentes implicados en la compleja regulacion que presenta esta
citoquina, que participan de su sintesis, formacion de complejos latentes,
secrecion, anclaje en la MEC, activacion, union a sus receptores y
sefalizacion.

En primer lugar, es sabido que este modelo experimental presenta un
dimorfismo sexual en el desarrollo de prolactinomas previamente descripto por
Rulli y col. (Rulli et al., 2002), donde solo las hembras transgénicas (hCGf+)

adultas presentan un peso hipofisario elevado acompafiado de
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hiperprolactinemia. En este trabajo encontramos ademas diferencias
genotipicas en el sistema TGFB1 de hipdfisis hembras con desarrollo de tumor
(hCGB+) respecto de sus pares no tumorales (wt), asi como también
observamos diferencias sexuales en la expresion de varios de los componentes
de este sistema.

Estudios previos de nuestro laboratorio, pusieron de manifiesto la necesidad
de medir los niveles de TGFB1 activo, y no solo el contenido total de la
citoquina a la hora de analizar la accion de este sistema en diferentes tejidos,
debido al desacople temporal que existe entre los eventos de sintesis y
activacion de la citoquina (Recouvreux et al.,, 2011). Al estudiar ambos
parametros en nuestro modelo experimental demostramos que las hembras
hCGB+ con desarrollo de prolactinoma presentan un contenido hipofisario de
TGFB1 total y activo disminuido respecto de sus pares wt. Mas adn,
evidenciamos que los niveles de citoquina activa presentes en la glandula
representan entre un 5y un 8% respecto de los niveles de citoquina total. Estos
resultados indican que la mayor proporcién de TGFB1 hipofisario se encuentra
en estado latente, como reserva en la matriz extracelular, donde debe sufrir un
proceso de activacién altamente regulado para ejercer su funcion biologica
(Yoshinaga et al., 2008).

Es importante destacar que en estas hembras hCGB+ el contenido hipofisario
de TGFB1 activo correlaciona negativamente con los niveles de PRL sérica,
sugiriendo una estrecha relacién entre ambos factores presente sdélo en las
hembras, donde la hiperprolactinemia se vio correlacionada a niveles minimos
de citoquina activa en todos los casos analizados. Por otro lado, y de acuerdo a
los antecedentes bibliograficos (Fujiwara, I|keda, & Yoshimoto,
1998);(Recouvreux et al., 2013), demostramos que en hembras hCGB+ los
niveles reducidos en el contenido hipofisario de la citoquina se ven reflejados
en una disminucion en su actividad biolégica, evidenciada por niveles génicos
disminuidos de Klf14 y Tmepai.

Trabajos previos demostraron que existe una disminucién en la expresion de
varios de los componentes del sistema TGFB1 en hipofisis tumorales de dos
modelos experimentales de prolactinoma: ratones deficientes para el receptor

de dopamina RD2 y ratas Fisher 344 estrogenizadas (Pastorcic et al.,
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1995);(Recouvreux et al., 2013). Nosotros verificamos estos resultados en
nuestro modelo experimental, donde encontramos una disminucién en la
expresion hipofisaria de los receptores TRRII y ALK5 en los prolactinomas de
hembras hCGB+, asi como también niveles disminuidos de SMAD4 y SMAD7,
sugiriendo que la alteracion en la expresion hipofisaria de los componentes del
sistema TGFB1 en las hipofisis de hembras hCGp+ se encuentra relacionada al
desarrollo de tumor.

Por otro lado, un correcto clivaje, plegamiento, secrecion y disponibilidad
extracelular de TGFB1 depende de proteinas relacionadas a la formacién de su
complejo latente, tales como furina y LTBPs (Dubois et al., 1995);(Rifkin, 2005).
Uno de los primeros pasos en la formacién del complejo latente es el clivaje del
pro-péptido LAP del TGFB1 maduro mediante la accion de la enzima furina.
Nuestros resultados descartan que las diferencias encontradas en el contenido
de TGFB1 en hembras se deban a alteraciones en la expresion de furina, dado
gue en nuestro modelo experimental no encontramos diferencias en la sintesis
de esta enzima.

Respecto de las LTBPs, se ha descripto que participan en la regulacion de la
biodisponibilidad y funcion de TGFB1 a diferentes niveles: aseguran el correcto
plegamiento y secrecién, regulan el anclaje temporal y espacial de TGF(1 en la
matriz extracelular y la interaccion con otras proteinas de la misma matriz, asi
como también participan en la activacion de la citoquina (Rifkin,
2005);(Todorovic & Rifkin, 2012). De las cuatro LTBPs descriptas, sélo tres
unen a TGFB1: LTBP1, LTBP3 y LTBP4, siendo LTBP1 la de mayor expresion
en tejidos. El andlisis de la expresion hipofisaria de LTBP1 en ratones de
nuestro modelo experimental demostr6 una marcada disminucion en hembras
hCGB+ con desarrollo de tumor. Sin embargo, estos resultados no fueron
observados en la expresion de LTBP3, lo cual podria indicar que mientras una
disminucion en la expresion de LTBP1 podria estar relacionada a las
alteraciones observadas en los niveles de citoquina activa, la expresion de
LTBP3 no tendria una participacién relevante en el desarrollo de los
prolactinomas en este modelo. A pesar de que el rol de las LTBPs en el
desarrollo tumoral no se encuentra del todo estudiado, estas proteinas tienen

un rol clave en el control de la activacion de TGFP y se ha descripto que
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alteraciones en su expresion se encuentran relacionadas al desarrollo de
tumores del mesotelio, del intestino medio y tumores pancreaticos (Oklu &
Hesketh, 2000). Ademas, se ha demostrado que las células de tejidos sanos
presentan niveles elevados de LTBP1, mientras que una disminucion en su
expresion suele relacionarse con mayor frecuencia a la aparicion de tejidos
tumorales, debido a que su disminucién limita la disponibilidad local de TGFf1,
dando como consecuencia una falta de efecto supresor por parte de la
citoquina sobre la proliferacion de células epiteliales (Vehvildainen et al., 2011).

Es importante destacar en este trabajo, que ademas de las diferencias
genotipicas observadas en hembras, encontramos un interesante dimorfismo
sexual que se extendi6 mas alld de lo observado inicialmente para el peso
hipofisario y los niveles de prolactina sérica. A lo largo de este primer capitulo,
evidenciamos importantes diferencias sexuales en varios de los componentes
del sistema TGFB1 hipofisario en estos ratones, encontrando en todos los
casos una expresion significativamente elevada en machos de ambos
genotipos respecto de las hembras y sin diferencias entre genotipos.

El contenido hipofisario total y activo de TGFB1 se presentd elevado en
machos de ambos genotipos, al mismo tiempo que se observo un actividad
bioldgica elevada, evidenciada por una mayor expresion de Klf14 y Tmepai en
las hipdfisis de machos respecto de las hembras. Esta diferencia sexual se
extendio a todos los componentes del sistema TGFB1 estudiados en esta tesis
tales como la expresion de los receptores y efectores intracelulares: TRRII,
ALK5, ALK1, SMAD4 y SMAD7, asi como también de las proteinas reguladoras
de la biologia del sistema TGFB1: furina, LTBP1 y LTBP3.

Estos resultados sugieren que la presencia de un sistema TGFB1 fuertemente
expresado en hipdfisis de machos protegeria a este sexo del desarrollo de un
prolactinoma en este modelo experimental.

Ha sido descripto que los ratones hCGBR+ de ambos sexos presentan
alteraciones hormonales. Como mencionamos previamente, hCG actua sobre
el mismo receptor que la hormona LH (RLH) (Gharib et al., 1990), motivo por el
cual la sobreexpresion de hCG aumenta la esteroidogénesis en estos ratones,

promoviendo en machos un aumento en la produccion de testosterona y en
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hembras una luteinizacion masiva de sus ovarios que aumenta
significativamente la produccién de progesterona (P4) (Rulli et al., 2003).

Si bien la influencia del estradiol en la sintesis y secrecion de prolactina, en la
proliferacion de los lactotropos y en la formacién de los prolactinomas es
ampliamente reconocida (Heaney et al., 1999);(Heaney et al., 2002), los niveles
séricos de esta hormona en la adultez de hembras hCGB+ permanecen
cercanos a los fisiolégicos aun en presencia de tumor. Por otro lado, no ha sido
comprobada la participacion de la progesterona per se en el desarrollo de un
prolactinoma.

Respecto de los efectos de los androgenos sobre la transcripcion de TGFf1,
hay resultados contrapuestos en bibliografia y no se conoce en profundidad su
regulacion sobre la biologia de esta citoquina, mecanismo que podria estar
mediando las diferencias sexuales observadas entre hembras y machos, en
conjunto con el efecto inhibitorio que ejercen los estrégenos sobre la sintesis
de la citoquina (Pastorcic et al., 1995). Se han identificado varios elementos de
respuesta a andrégenos (ARE) en la secuencia del promotor de TGFB1 que,
junto a los niveles elevados de testosterona en machos, podrian explicar
efectos estimulatorios sobre la sintesis del ARNm y una mayor disponibilidad
hipofisaria de TGFB1 total en MEC en machos respecto de las hembras; sin
embargo, esto no explicaria la falta de diferencias entre genotipos en machos,
con niveles de testosterona mas elevados en machos hCGB+ que no se ven
reflejados en mayores niveles de TGFB1 hipofisario respecto a machos wt (Qi,
Gao, & Wang, 2008).

Por otro lado, se desconoce hasta el momento si estas secuencias ARE se
encuentran en los promotores de otros componentes del sistema TGFp1.
Particularmente en esta tesis encontramos que las hipdfisis de machos hCGR+
presentan mayor expresion de furina y LTBP3 respecto a sus pares wt. Futuros
estudios serian necesarios para evaluar si las diferencias genotipicas
encontradas en estos componentes en hipofisis de machos son debidas a una
regulacion positiva por testosterona.

Previamente mencionamos que tanto los estrogenos como la DA regulan la
sintesis y secrecion de TGFB1 en hipdfisis, de manera negativa y positiva,

respectivamente (Recouvreux et al., 2011). Si bien esto podria explicar que las
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hembras, con mayor carga estrogénica que los machos, tengan un sistema
TGFB1 mas débil, no podria esclarecer la diferencia genotipica observada en
hembras, donde el sistema se presenta marcadamente disminuido en hipdfisis
de hembras tumorales (hCGB+) respecto de las que no desarrollan tumor,
estando ambas bajo niveles similares de estrégenos en circulacion.

Por otro lado, ademas de sus efectos sobre la hipdfisis, es sabido que la P4
actla también a nivel hipotaldmico, inhibiendo la sintesis de la enzima tirosina
hidroxilasa (TH) en el nucleo arcuato e inactivando su correcto funcionamiento
(L A Arbogast & Voogt, 1993);(Lydia A Arbogast & Voogt, 2002). En este
contexto, los altos niveles séricos de P4 en hembras hCGpB+ podrian estar
afectando la sintesis de dopamina a nivel hipotalamico. Por este motivo y al ser
la TH es una enzima clave en la sintesis de DA, pensamos que las alteraciones
observadas en el sistema TGFB1 podrian deberse a alteraciones en el tono
dopaminérgico de estos animales. Fue asi como demostramos que en
hipotalamos de hembras hCGB+, con desarrollo de prolactinoma y elevados
niveles séricos de P4, los niveles de expresion de TH se encuentran
disminuidos respecto de sus pares wt, al mismo tiempo que se encuentra
elevada la expresion hipofisaria del receptor de DA de tipo 2 (RD2). Estos
resultados podrian indicar un menor efecto de DA en las hipéfisis de hembras
con desarrollo tumoral y, en consecuencia, una disminucién en la inhibicion
sobre las células del lactotropo.

Sin embargo, cuando analizamos en hembras de ambos genotipos el
contenido hipotalamico de DA y su principal metabolito DOPAC, no
evidenciamos diferencias significativas entre ambos grupos, no pudiendo
asegurar entonces con estos resultados que el desarrollo tumoral sea producto
de un menor efecto de la accion de DA en hipdfisis de hembras hCG+.

Las diferencias sexuales encontradas en el tono dopaminérgico con una
expresion hipotalamica disminuida de TH y un aumento en la expresion
hipofisaria del receptor RD2 en machos respecto de las hembras, fueron
resultados esperados acorde a la presencia de un mayor tono dopaminérgico
en las hembras, previamente descripto por Gudelsky y col. Y Freeman y col.
(Gudelsky & Porter, 1981);(Freeman et al., 2000).
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Hasta aqui encontramos que las hipofisis de las hembras hCGp+ expresan
niveles significativamente disminuidos en la mayoria de los componentes del
sistema TGFB1. Nosotros postulamos que este sistema inhibitorio disminuido
facilitaria el desarrollo tumoral. Por lo tanto, un tratamiento farmacologico que
fuese capaz de normalizar la actividad hipofisaria de TGFB1 podria revertir o
evitar el desarrollo del prolactinoma.

Con ese objetivo en mente, desarrollamos un tratamiento in vivo con ABT-898
en ratones hembra de ambos genotipos, con el objetivo de analizar el rol de
TGFB1 en el desarrollo de un prolactinoma en este modelo experimental.

Demostramos que un tratamiento de 4 semanas con ABT-898 logro
contrarrestar el desarrollo tumoral y normalizar los niveles séricos de PRL en
las hembras hCGR+. Este tratamiento fue efectivo en recuperar el contenido de
TGFB1 activo. Es decir, demostramos que la recuperacion de los niveles
hipofisarios de TGFB1 en hembras hCGB+ logré una disminucion en el tamafio

tumoral y una normalizacién en los niveles de PRL sérica.

Por otro lado, otros miembros de la familia TGFB sintetizados por los
lactotropos (TGFB3 y BMP4) han sido relacionados con el desarrollo de un
prolactinoma. Por esta razon, concomitante al aumento en la proporcion de
lactotropos en hipofisis tumorales de hembras hCGB+, podria esperarse un
aumento en la sintesis hipofisaria de TGFB3. Sin embargo, al evaluar esta
citoquina no encontramos diferencias genotipicas en hembras. Por otro lado,
encontramos una menor expresion hipofisaria en machos respecto de hembras,
esto podria deberse a que el estradiol es un estimulador en la sintesis de
TGFB3 (S. Hentges et al., 2000). La ausencia de diferencias genotipicas en
hembras podria ser producto de los niveles similares de esta hormona en
ambos genotipos, descartando de este modo la participacién de TGFB3 en el
desarrollo de un prolactinoma en este modelo experimental.

Respecto de BMP4, los resultados en hipéfisis son controvertidos. Existen
trabajos que demuestran por estudios inmunohistoquimicos, que esta citoquina
se encuentra principalmente expresada en somatotropos, corticotropos y
tirotropos, siendo raramente detectables el lactotropos (Yacqub-Usman, Duong,

Clayton, & Farrell, 2012), al mismo tiempo que otros trabajos demuestran que
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existe una sobreexpresion de BMP4 en modelos experimentales de
prolactinomas asi como también en prolactinomas humanos respecto de la
expresion observada en hipdfisis normales (Paez-Pereda et al.,, 2003).
Nuestros resultados demuestran una expresion disminuida de BMP4 en las
hipdfisis tumorales de hembras hCGp+ respecto de sus pares wt, asi como
también evidencian una marcada diferencia sexual, con niveles de citoquina
significativamente menores en machos respecto de hembras. Han sido
descriptos efectos inhibitorios de los andrégenos sobre la expresion de BMP4
en tejido gonadal (Y. Liu et al., 2017), pero aun se desconoce el efecto a nivel
hipofisario, podriamos sugerir que los menores niveles de citoquina observados
en machos respecto de las hembras podrian ser producto de niveles

diferenciales de andrégenos circulantes entre ambos sexos.

Siendo TGFB1 un inhibidor de la funcién del lactotropo, los resultados de este
primer capitulo nos permiten postular que una disminucién en la actividad de
TGFB1 en hipodfisis de hembras hCGB+ estaria involucrada en el desarrollo de
prolactinomas en este grupo. Mas aun, pudimos demostrar que un tratamiento
in vivo en hembras hCGB+ que logra recuperar los niveles de TGFB1 activo en
hipdfisis, logra prevenir el desarrollo tumoral y una concomitante normalizacion
en los niveles séricos de prolactina.

Asimismo, proponemos que un sistema TGFB1 mas fuerte en hipdfisis de
machos podria estar protegiendo a este sexo de una del desarrollo de un

prolactinoma en este modelo experimental.

CONCLUSION |

Como conclusion de este capitulo, los resultados demuestran que una
disminucién en la expresion hipofisaria del sistema TGFB1 se encuentra
involucrada en el desarrollo de un prolactinoma en hembras hCGB+. Por lo
tanto, postulamos que la recuperacion de la actividad local de la citoquina
revertiria el crecimiento tumoral. Comprobamos nuestra hipétesis mediante un
tratamiento in vivo con un andlogo de TSP1 (activador local de TGFB1), donde
demostramos que la recuperacion de TGFB1 activo en hipdfisis de hembras

transgénicas hCGp+ revierte el desarrollo tumoral y normaliza los niveles de
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PRL séricos. Por ultimo, dadas las diferencias sexuales observadas en la
expresion de este sistema, que presenta mayores nhiveles de expresion en
hipofisis de machos respecto de las hembras, postulamos que un sistema
TGFB1 mas fuerte en hipdfisis de machos podria estar protegiendo a este sexo
del desarrollo de un prolactinoma.

Tabla 1.1. Resumen de los resultados obtenidos al evaluar la expresion hipofisaria de los
componentes del sistema TGFR1 en ratones hCG adultos de ambos sexos y genotipos.

Componente Hembras (?) Hembras vs. Machos (Q vs. &)
TGFB1 activo wt > hCGR+ 0<<d
TGFB1 total wt > hCGR+ Q<<
KLF14 wt > hCGR+ Q<<
TMEPAI wt > hCGR+ Q<<
TBRII wt > hCGB+ Q<<
ALK5 wt > hCGB+ Q<<d
SMADA4 wt > hCGB+ Q<<
SMAD7 wt > hCGR+ O<<d
LTBP1 wt > hCGR+ Q<<
LTBP3 wt = hCGR+ 0<<d

Figura 1.16. Esquema de los resultados obtenidos para el sistema TGFB1 con el
tratamiento in vivo con ABT-898 en hembras hCGB+ de 6 meses de edad. A) Los
componentes del sistema TGFB1 hipofisarios se encuentran disminuidos en los prolactinomas:
menores niveles TGFB1 activo, de la expresion de sus receptores, de las proteinas de latencia,
de sus activadores locales. La baja expresion y funcion de este sistema inhibitorio induce un
aumento en la proliferacién de los lactotropos y la secrecién de prolactina: prolactinoma. B) Un
tratamiento con ABT-898, analogo de TSP1, logra recuperar los niveles locales de TGFp1
activo y la expresion de la mayoria de los componentes del sistema. Se recupera la funcion
inhibitoria de TGFB1, disminuye significativamente la proliferacion celular y Ila
hiperprolactinemia.

Ratones hCGB+ control Ratones hCGB+ ABT-898
Desarrollo de prolactinoma Hipofisis no tumoral
;[}Uz - ABT-898 [}{] i -T-
TGFB1 activo TGFB1 activo d;)Sarar\(l)HO
Tamaiio
tumoral N, 5 Nl L de tumor ||

[T

Sistema TGFB1 Sistema TGFB1
LTBP1, SMAD4, SMAD7, LTBP1, SMAD4, SMAD7, I

KLF14, TMEPAI KLF14, TMEPAI
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INTRODUCCION

ACTIVINAS E INHIBINAS: MIEMBROS DE LA FAMILIA TGFB

La inhibinas fueron descriptas inicialmente por Mottram y Cramer en el afio
1923 como factores solubles secretados por los testiculos capaces de regular
las funciones hipofisarias (Mottram JC, 1923). Sin embargo, su nombre tal y
como lo conocemos hoy fue introducido en la literatura recién en el afio 1932
por D. Roy McCullagh (McCullagh, 1932). Finalmente, el aislamiento y
purificacion de la molécula de inhibina fue realizado a fines de la década del '80
junto a la purificacion de la molécula de activina, en fracciones eluidas de fluido
folicular porcino. En ambos casos, los nombres describen la capacidad de
estas moléculas de estimular (activina) e inhibir (inhibina) la secreciéon de FSH
in vitro por parte de gonadotropos hipofisarios (Keogh et al., 1976);(Rivier,
Spiess, McClintock, Vaughan, & Vale, 1985);(Ling et al., 1985);(K. Miyamoto et
al.,, 1985);(W Vale et al.,, 1986);(Ling et al., 1986);(Mason, Berkemeier,
Schmelzer, & Schwall, 1989).

Las activinas e inhibinas son compuestos diméricos que pertenecen a la
familia TGFB y, como tales, intervienen en diversos procesos fisiologicos,
siendo vitales para el desarrollo, el crecimiento y la integridad funcional de
muchos tejidos, incluyendo el tejido hipofisario. Ha sido descripto, que
perturbaciones o disrupciones en su funcionalidad pueden dar origen al
desarrollo de tumores endocrinos y neuroendocrinos (Louise M Bilezikjian et
al., 2004);(Risbridger, Schmitt, & Robertson, 2001);(Namwanje & Brown, 2016).

SINTESIS Y SECRECION

Las activinas son homodimeros de subunidades beta (). Actualmente, han
sido descriptas cuatro variedades B en mamiferos denominadas BA, BB, BC y
BE y una quinta variedad, encontrada solo en Xenopus, denominada 3D (Oda,

Nishimatsu, Murakami, & Ueno, 1995). Si bien todas las subunidades
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conservan una elevada homologia estructural, cada subunidad es producto de
un unico gen (Wada, Medina, Kuwano, & Kojima, 2005).

A la fecha, las activinas mas estudiadas son aquellas que se producen por
homodimerizacion de las subunidades BA y BB, denominadas activinas A y B,
respectivamente. Estos homodimeros forman la mayor parte de las activinas
producidas por el organismo y su deficiencia ha sido relacionada con defectos
en el desarrollo gonadal y la esteroidogénesis, asi como también con
anomalias en la proliferacion de islotes pancreéticos (Sun, Li, & Zhang,
2010);(Mendis, Meachem, Sarraj, & Loveland, 2011);(Shelling, 2012);(Bonomi
et al., 2012);(M’baye, Hua, Khan, & Yang, 2015).

Por otro lado, los dimeros que contienen las subunidades BC y BE son los
menos frecuentes y los ratones con delecién funcional de los genes
correspondientes a dichas subunidades B no presentaron defectos en su
desarrollo y resultaron fenotipicamente normales (Lau, Kumar, Nishimori,
Bonadio, & Matzuk, 2000). Ha sido descripto que estas subunidades BC y BE
forman homo y heterodimeros cuyas funciones principales se relacionan con la
induccion del mesodermo, la insulino-resistencia y el desarrollo prostéatico
(Risbridger et al., 2001);(Ottley et al., 2017);(Sugiyama et al., 2018).

Como mencionamos previamente, las inhibinas son también moléculas
diméricas. Sin embargo, a pesar de que comparten las subunidades B con las
activinas, son los unicos miembros de la familia TGFB compuestos por dos
subunidades distintas, una subunidad B (BA o BB) y otra subunidad
denominadas alfa (a). Su dimerizacién da como resultado dos heterodimeros
comunmente denominados inhibina A (a-BA) e inhibina B (a-fB) (Makaniji et al.,
2014). Alteraciones en el gen que codifica para esta subunidad a (Inha) han
sido asociadas con infertiidad masculina, fallas ovaricas prematuras y
problemas durante el proceso de implantacion (Myers, Middlebrook, Matzuk, &
Pangas, 2009);(Shelling, 2012);(Manzoor et al., 2012);(Silveira, Rezende,
Ferreira, Del Puerto, & Reis, 2017).

Al igual que otros miembros de la familia TGFB, las subunidades que
conforman a los dimeros de activinas e inhibinas son sintetizadas como
precursores inactivos compuestos por un pro-péptido asociado a un pro-

dominio, formando una pro-proteina (pro-proteina a, BA y BB). Estas pro-
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proteinas forman homo o heterodimeros mediante la interaccion de los pro-
dominios, cuya funcion principal es brindar estabilidad en el plegamiento y un
correcto ensamblaje (Namwanje & Brown, 2016).

Los pro-dominios correspondientes a las pro-proteinas B, son clivados por
enzimas tipo convertasa dentro de la célula y, al igual que ocurre con TGFf(31,
se mantienen unidos al péptido maduro mediante uniones no covalentes
(Antenos et al., 2011). Sin embargo, la unién a este pro-dominio, a diferencia
de lo que ocurre con TGFB1, no le brinda latencia al péptido maduro sino que,
una vez secretado a la MEC favorece su anclaje a proteinas ubicadas en dicha
matriz y lo protege ante posibles degradaciones (S. Li et al., 2010). Por otro
lado, a diferencia de lo que ocurre con las pro-proteinas 3, los pro-propéptidos
a pueden ser secretados a la MEC sin ser clivados de su pro-dominio y ser, a
pesar de ello, correctamente funcionales (Mason, Farnworth, & Sullivan, 1996).
Por lo tanto, al finalizar el proceso de secrecion, tanto las activinas como las
inhibinas son moléculas biolégicamente activas (Harrison, Al-Musawi, &
Walton, 2011).

A lo largo de esta tesis nos centramos en las funciones de las subunidades
originadas por las pro-proteinas a, BA y BB, cada una de ellas codificadas los
genes InhA (Inhibina a), Inhba (BA) e Inhbb (BB) (Barton, Yang-Feng, Mason,
Seeburg, & Francke, 1989). Figura 2.1

Activin JA pro-protein Mature monomers Mature dimers
|_Prodomain M —
1) Dimerization L= "// Activin A (BABA)
e sl (FA] -
Activin BB pro-protein E - * Activin B (B}B)
Prodomain Em
2) Pro-protein cleavage Nascent :“ Activin AB (BABB)
> complexes
Inhibin ¢ pro-protein Pro-protein -
convertase CFA—] @7 Inhibin A (cfA)
CEET] F ] v
& =
B (5] it
Prodomains

Figura 2.1. Representacion esquemaética de la sintesis de activinas e inhibinas. Imagen
tomada y modificada de Namwanje et al. (Namwanje & Brown, 2016).
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ACTIVINAS: RECEPTORES Y EFECTORES INTRACELULARES

Al igual que otros miembros de la familia TGF(, las activinas al unirse a sus
receptores de membrana, inducen una cascada de sefiales dentro de la célula
mediante un complejo hetero-oligomérico de receptores serin/treonin quinasas
y proteinas SMAD intracelulares (Liliana Attisano & Wrana, 2002). Los
receptores que interactian con estas moléculas se encuentran en la superficie
celular y se denominan receptores de tipo 2 y receptores de tipo 1 (Massague,
1998);(J. J. Lebrun, Takabe, Chen, & Vale, 1999).

Existen dos tipos de receptores de activinas de tipo 2 que se expresan en
hipofisis: ActRII (también conocido como ActRIIA) y ActRIIB, codificados por los
genes Acvr2 y Acvr2b, respectivamente (Wrana et al., 1992);(Cameron et al.,
1994). La union de las activinas al receptor de tipo 2 induce el reclutamiento y
fosforilacion del receptor de tipo 1: ActRIB (también conocido como ALK4),
provocando su activacion. Este receptor, una vez activo, fosforila y activa a los
factores de transcripcion intracelulares citoplasmaticos SMAD2 y SMAD3, que
se uniran finalmente a la proteina SMAD4 dando como resultado un complejo
heteromérico que transloca al nucleo y regula de este modo la transcripcién
génica (Figura 2.2) (Wrana et al., 1992);(Namwanje & Brown, 2016). Si bien las
activinas son capaces de unirse a ambos receptores de tipo 2, se ha reportado
que la afinidad por el ActRIIB es de 3 a 4 veces mayor respecto del receptor
ActRIIA (L Attisano, Wrana, Cheifetz, & Massague, 1992);(Alexander, Bikkal,
Zervas, Laws, & Klibanski, 1996).

A pesar de que ActRIB ha sido descripto como el principal receptor de
activinas de tipo 1, existen trabajos que sugieren que las activinas B y AB
sefializarian preferentemente a través del ActRIC (también conocido como
ALK7) (Bernard, Lee, & Santos, 2006), un receptor de tipo 1 conocido
principalmente por su expresion en tejidos neuroendocrinos, como ser los

islotes pancreaticos (Tsuchida et al., 2004).
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Figura 2.2. Representacién esquemética de la seflalizacibn SMAD-dependiente
compartida entre TGFB1 y activinas. Imagen tomada y modificada de (Krieglstein, Zheng,
Unsicker, & Alzheimer, 2011).

La via de sefalizacion de SMAD2/3 posee un mecanismo interno de
modulacién negativa. Una vez fosforiladas las proteinas SMAD2/3, inducen la
activacion del promotor de una SMAD inhibitoria denominada SMAD?7,
promoviendo su expresion (ltoh, Itoh, Goumans, & Ten Dijke, 2000);(Shi &
Massague, 2003). En consecuencia, SMAD7 se asocia de modo transitorio con
el receptor de tipo 1 fosforilado involucrado en la via (ALK5 o ALK4) atenuando
la accion del ligando vy, a su vez, la activacion de SMAD2/3 (J. J. Lebrun et al.,
1999).

El receptor de activinas tipo 1B, ActRIB, actia en hipdfisis estimulando la
sintesis y secrecion de FSH en gonadotropos e inhibiendo la de PRL en
lactotropos. En ambos casos, el mecanismo de accidn se inicia con la unién de
activinas al receptor ActRIIA 6 ActRIIB, Se ha demostrado que las activinas
sefalizan preferentemente a través de pSMAD3 y que la unidén de activina B
utilizaria también en su sefializacion al receptor de tipo 1 ActRIC en
gonadotropos (Shimizu et al., 1998);(Tsuchida et al., 2004).

En este contexto es interesante mencionar que, si bien la regulacion por
activinas en ambos tipos celulares hipofisarios son dependientes de la

activacion de ActRIB, estudios demuestran que la respuesta celular especifica
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se encuentra determinada por los receptores de tipo 2 presentes en el complejo
heteromérico reclutado por activinas en membrana celular (Suszko & Woodruff,
2006);(Olsen et al., 2015).

En lactotropos la union de Activina A al receptor ActRIIA inhibe la secrecion
de PRL y disminuye el numero de lactotropos en hipdfisis (S. Miyamoto et al.,
1999). En cambio, en gonadotropos, la Activina B es el principal regulador de la
producciéon de FSH y puede unir tanto a ActRIIA como ActRIIB y activar ambos
receptores de tipo 1: ActRIB y ActRIC (Tsuchida et al., 2004);(Bernard et al.,
2006). Por otro lado, si bien el rol de Activina A no seria determinante en la
sintesis de FSH, ésta patrticiparia en el aumento de la secrecién de FSH y el
namero de gonadotropos FSH positivos (S. Miyamoto et al., 1999);(Bernard et
al., 2006) asi como también en la estimulacién de la produccién hipotalamica
de GnRH y la expresion hipofisaria de su receptor (GnRHR) (Kumar, Agno,
Janovick, Conn, & Matzuk, 2003).

ANTAGONISMO POR PROTEINAS DE UNION

Las acciones de las activinas son moduladas mediante un grupo de proteinas
de unién o antagonistas, cuya funcién es limitar el acceso de ligando a sus
receptores ubicados en la membrana celular (Phillips, 2001). Folistatina (FST)
es uno de los antagonistas funcionales de activinas y de otros miembros de la
familia TGFB, como BMP2, 4, 6 y 7, entre otros. Sin embargo, la afinidad de
FST es maxima con el homodimero de activina y su union es especifica y de
tipo irreversible (Glister, Kemp, & Knight, 2004);(Thompson, Lerch, Cook,
Woodruff, & Jardetzky, 2005).

Folistatina es una proteina monomérica y glicosilada, originalmente extraida
de fluido folicular ovarico e inicialmente descripta por su capacidad de inhibir la
biosintesis y secrecién de FSH por parte de las células gonadotropas de la
hipodfisis (Esch et al.,, 1987). Esta glicoproteina posee tres isoformas que
difieren en la cantidad de aminoacidos que las conforman debido a variaciones
en el procesamiento post-traduccional del extremo carboxilo terminal. La
isoformas se denominan FST315, FST303 y FST288 ya que estan compuestas
por 315, 303 y 288 aminoacidos respectivamente (Shimasaki et al., 1988);(K.
Sugino et al., 1993).
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Las tres isoformas de FST poseen una afinidad diferencial por los
proteoglicanos ubicados en la superficie celular como consecuencia de las
modificaciones que poseen en su extremo carboxilo terminal (Lerch, Shimasaki,
Woodruff, & Jardetzky, 2007). La mayor afinidad a los proteoglicanos de la
superficie celular la posee la isoforma mas corta, FST 288, caracteristica que le
permite concentrarse por fuera de la membrana plasmatica de las células y
prevenir la potencial accion autocrina y paracrina de las activinas (C. Welt,
Sidis, Keutmann, & Schneyer, 2002). Por el contrario, la isoforma mas larga,
FST 315, es la de menor afinidad (casi nula) por dichos proteoglicanos y, por
esta razon, se la localiza principalmente en circulacion (H. Sugino, Sugino,
Hashimoto, Shoji, & Nakamura, 1997);(Alan L Schneyer, Wang, Sidis, & Sluss,
2004);(Sepporta et al., 2013).

Se ha descripto que, si bien folistatina es capaz de unir activinas A y B, la
afinidad por la activina B es diez veces menor respecto de la union que se
establece con las activinas A (A. Schneyer, Schoen, Quigg, & Sidis,
2003);(Walton, Makaniji, & Harrison, 2012) Figura 2.3.

INHIBINAS: MECANISMO DE ACCION Y ANTAGONISMO

A pesar de que las vias de transduccién de sefales de las activinas han sido
profundamente estudiadas, los mecanismos antagénicos de las inhibinas
contindan siendo un area de intensa investigacion. Se han propuesto muchos
modelos vy, entre ellos, el mas simple sugiere que la habilidad de las inhibinas
de antagonizar los efectos de las activinas es mediante la proporcion disponible
de subunidades a en las células y su asociacion preferencial con las
subunidades 3 para formar heterodimeros a8 en lugar de homodimeros 3. Sin
embargo, hoy se conoce que los mecanismos antagénicos son mas complejos
e involucran la interaccion de la subunidad B de las inhibinas con los receptores
de tipo 2 de activina. A diferencia del primero, este modelo propone un
antagonismo funcional de las inhibinas, en donde se genera una competencia
entre éstas y las moléculas de activina por la union a los receptores de
membrana ActRIl y ActRIIB (J. J. Lebrun & Vale, 1997);(Donaldson, Vaughan,
Corrigan, Fischer, & Vale, 1999);(Gray et al., 2000). Como la afinidad de unién
de las inhibinas a los receptores de tipo 2 es muy baja, se ha demostrado que
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en este tipo de inhibicion interviene una proteina denominada betaglicano,
también conocida receptor de TGFB tipo Il (Figura 2.4). A pesar de que
muchos tipos celulares hipofisarios expresan betaglicano, ha sido descripto que
sélo los gonadotropos poseen una sensibilidad elevada a la presencia de
inhibinas (Louise M Bilezikjian, Justice, Blackler, Wiater, & Vale, 2012).

Complejo circulante Complejo circulante ‘
Activina-FST315 Activina-FST303

& T

Pseudoreceptor BAMBI
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Figura 2.4. Representacion esquematica de la regulacién en la sefializacidon de activinas.
Imagen tomada y modificada de (Namwanje & Brown, 2016).

ACTIVINAS E INHIBINAS EN HIPOFISIS

Como mencionamos previamente, el origen de las inhibinas es principalmente
gonadal y, desde su descubrimiento, fueron consideradas factores endocrinos
debido a su capacidad de regular funciones hipofisarias, tal como la inhibicién
que ejercen sobre la sintesis y secrecion de FSH por parte de los gonadotropos
(Louise M Bilezikjian et al., 2004);(Andreone et al., 2009). En el ovario, las
células de la granulosa y el cuerpo lateo son los principales responsables de la
sintesis de inhibinas, siendo FSH el principal regulador de su produccion,
seguido de factores como IGF-1, activina A, TGFf3, entre otros (Zhang, Carson,
Herington, Lee, & Burger, 1987);(Fraser & Lunn, 1993);(Lanuza, Groome,
Barafao, & Campo, 1999);(C. K. Welt & Schneyer, 2001). Asimismo, la LH
ejerce un efecto estimulatorio sobre la produccion de inhibina sobre el cuerpo
lateo (Tsonis, Hillier, & Baird, 1987).
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Las activinas, por el contrario, fueron consideradas factores
predominantemente autocrinos o paracrinos debido a que su expresion ha sido
descripta en numerosos tejidos y sdlo se la encuentra en circulacién asociada a
dos moléculas de folistatina (antagonista funcional) (A L Schneyer, Rzucidlo,
Sluss, & Crowley, 1994);(C. Welt et al., 2002);(Refaat, 2014). En hipdfisis, las
funciones mas conocidas de las activinas son la estimulacion de la sintesis de
FSH por parte de los gonadotropos hipofisarios, la inhibicién de la sintesis de
GH y ACTH, en los somatotropos y corticotropos, respectivamente (L M
Bilezikjian et al., 2001) y la modulacion de la sintesis y secrecion de PRL en los
lactotropos hipofisarios (Lacerte et al., 2004).

En hipdfisis, las subunidades a fueron detectadas solo en gonadotropos
positivos para FSH, mientras que las subunidades BA fueron localizadas
ademas en somatotropos (productores de GH) y lactotropos (productores de
PRL). Por otro lado, la subunidad BB fue encontrada en gonadotropos positivos
para FSH, tirotropos (productores de TSH) y también en algunos gonadotropos
positivos para LH (V. J. Roberts, Peto, Vale, & Sawchenko, 1992);(Uccella, La
Rosa, Genasetti, & Capella, 2000).

La localizacidon exclusiva de la subunidad a en gonadotropos sugiere que la
regulacion de su sintesis se encuentra intimamente relacionada a factores
reguladores de este tipo celular. Por otro lado, la localizacion de la subunidad
BA (somatotropos Yy lactotropos hipofisarios) podria indicar que, factores que
regulan la funcién de estos tipos celulares podrian afectar la sintesis de la
activinas A (Kitaoka, Kojima, & Ogata, 1988);(Mather, Woodruff, & Krummen,
1992). Ambas son proteinas que se secretan a MEC y pueden potencialmente
ejercer efectos autocrinos y paracrinos.

En gonadotropos la sintesis y secrecién de LH y FSH se encuentra regulada
principalmente por la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH) producida
en el hipotdlamo. Como mencionamos en la introduccion general, FSH y LH
comparten la subunidad a de las hormonas glicoproteicas y, por lo tanto, la
regulacion especifica de cada gonadotrofina dependera de la regulacion que
exista sobre el gen que codifica para las subunidades beta especificas (FSHB y
LHB). Se ha descripto que la modulacion de dichas subunidades beta esta

relacionada con las frecuencias pulsatiles de GnRH, siendo una frecuencia alta
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de pulsos de GnRH la responsable de una maxima expresion del receptor de
GnRH (GnRHR), promoviendo al mismo tiempo niveles elevados de subunidad
a y LHB; mientras que una baja frecuencia de pulsos de GnRH induce una
disminucion en la expresion de GnRHR y, en consecuencia, un aumento en la
sintesis de FSHP (Kaiser, Sabbagh, Katzenellenbogen, Conn, & Chin,
1995);(Shacham et al., 2001).

Ademas de la regulacién por GnRH, la sintesis de FSHP y LHB se encuentra
influenciada por hormonas de origen gonadal que actian de manera endocrina
(inhibinas, estrogeno, progesterona y testosterona) y por activinas y folistatinas
de produccion local hipofisaria (Namwanje & Brown, 2016). La folistatina
sintetizada localmente por los gonadotropos y las células foliculoestrelladas,
disminuyen la disponibilidad biologica de las activinas, frenando su
estimulacién en la sintesis y secrecion de FSH por parte de los gonadotropos
(Kaiser et al., 1992). Por otro lado, la activina B estimula la producciéon de FSH
inducida por GnRH, mientras que la activina A estimula la produccion de LH,
proceso que es, a su vez, antagonizado por la presencia de testosterona (Wylie
Vale et al., 2004). Figura 2.5.

Progesterona = >
Hipotalamo

?‘) Inhibina B Estrégeno Testostarona
- Activina A
el

? Activina B

Testosterona

GnRHR
expresion

Figura 2.5. Representacion esquematica de la regulacion de la sintesis de
gonadotrofinas en gonadotropos. Imagen tomada y modificada de (Namwanje & Brown,
2016).
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Ha sido reportado que, en lactotropos, las activinas via pPSMAD2/3 modulan la
expresion de PRL influenciando la transcripcion de pit-1 a través de la via de
sefializacion de p38 y MAP quinasas (Lacerte et al., 2004). Pit-1 es un factor de
transcripcion esencial para el mantenimiento y desarrollo de las células
lactotropas hipofisarias. Este factor regula, durante la embriogénesis, la
expresion hipofisaria de los genes que codifican para la subunidad beta de
TSH, GH y PRL, regulando asi estos linajes celulares (de Guise et al., 2006).

Ademas, para nuestro interés, ha sido descripto que la accion de las activinas
previene el desarrollo de un prolactinoma mediante un mecanismo que
involucra a la proteina SMAD3 y al supresor tumoral menina (Lacerte et al.,
2004);(J.-J. Lebrun, 2009).

MENINA, SUPRESOR TUMORAL EN HIPOFISIS

Menina, es una proteina comunmente conocida por su implicancia en las
neoplasias endocrinas multiples de tipo 1, MEN1 (por Multiple Endocrine
Neoplasia Type 1), un sindrome autosémico dominante hereditario, cuyas
principales manifestaciones son el hiperparatiroidismo y el desarrollo de
adenomas adenohipofisarios, principalmente prolactinomas (Vinik, Perry,
Hughes, & Feliberti, 2000). Menina es una proteina que se encuentra
involucrada en multiples funciones: es un regulador transcripcional, colabora en
la dinamica funcional de la cromatina y es considerada un supresor tumoral
debido a su intervencion en el control del ciclo celular (Lairmore & Chen,
2009);(Ivo, Corset, Desbourdes, Gaudray, & Weber, 2011).

En hipdfisis, tanto TGFB1 como activina inducen la fosforilacion de SMAD3, el
cual se aclopla a menina y SMAD4, formando un complejo que trasloca al
ndcleo donde regula la expresion de genes blanco relacionados, entre otras
cosas, con la apoptosis y la reparacion del ADN (Hendy, Kaji, Sowa, Lebrun, &
Canaff, 2005);(Matkar, Thiel, & Hua, 2013);(Ehrlich et al., 2017).

Si bien el rol de menina en el desarrollo tumoral no esta del todo dilucidado,
se ha descripto que su expresion se encuentra disminuida en diversos
adenomas hipofisarios (Theodoropoulou et al., 2004)(J.-J. Lebrun, 2009).

Menina es un regulador directo de las proteinas CDKN1B (p27) y CDKN2C
(p18) ambos inhibidores de quinasa dependientes de ciclina y reguladores de la
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fosforilacion de la proteina de retinoblastoma (Rb) (Balasubramanian &
Scacheri, 2009).

Existen dos familias de inhibidores de quinasa dependientes de ciclina: la
familia INK a la cual pertenecen p18 y CDKN2B (p15) y la familia WAF/KIP
dentro de la cual se encuentra la proteina p27. Si bien ambas familias inhiben
el ciclo celular, su mecanismo de accion difiere: mientras las proteinas INK
unen a las quinasas dependientes de ciclinas CDK4 y CDK6 y previenen la
fosforilaciéon de Rb inhibiendo la progresién de G1/S, las proteinas de la familia
KIP forman complejos heterodiméricos con las quinasas dependientes de
ciclinas del G1/S e impiden la activacion de los complejos ciclina
E/Cdk2 o ciclina D/Cdk4, arrestando a la célula en la fase G1 del ciclo celular
(Marinoni & Pellegata, 2011);(Taguchi et al., 2011). (Figura 2.6).

p15
p16
p18
p19

1

Ciclina D1 - CDK4/6
Ciclina D2
Ciclina D3

Ciclina B - CDK1

p21
p27
p57

Ciclina E - CDK2}—

Ciclina A - CDK2

Figura 2.6. Representacion esquematica de la regulaciéon los inhibidores de las familias
INK y KIP en la progresion del ciclo celular. Imagen tomada y modificada de sitio web UCL
cancer institute.
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OBJETIVO Il

En base a los antecedentes mencionados y ante la evidencia de que existe
una marcada diferencia sexual en el sistema TGFB1 hipofisario tanto en los
ratones hCGB como en ratones Drd2”, y que dicho sistema se encuentra muy
involucrado en el desarrollo de un prolactinoma, nos propusimos estudiar la
expresion hipofisaria de los componentes del sistema activinas e inhibinas, dos
miembros de la familia TGF[, y su relacion con el desarrollo tumoral en ambos
modelos experimentales de prolactinoma, asi como también las diferencias

sexuales encontradas en la aparicion de este fenotipo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

< Estudiar la expresion de los distintos componentes del sistema activinas-
inhibinas hipofisario (subunidades a, BA y BB, receptores, antagonistas y
proteinas de union, efectores intracelulares) comparativamente entre
genotipos en ratones hCGB y Drd2--.

« Evaluar las diferencias sexuales en el desarrollo de un prolactinoma en

ambos modelos experimentales: ratones hCGp y Drd2--.
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RESULTADOS II

EXPRESION DE LAS SUBUNIDADES a, BA Y BB EN RATONES
HCGB Y DRD2"-

Con el objetivo de estudiar la produccién de activinas e inhibinas hipofisarias,
comenzamos evaluando por PCR cuantitativa en tiempo real los niveles de
expresion relativa de los ARNm de las tres subunidades que componen a la
activina A (Inhba), activina B (Inhbb), inhibina A (Inha-Inhba) e inhibina B (Inha-
Inhbb) en hipodfisis de ratones hCGB y Drd2”- de ambos sexos y genotipos a los
6 y 8 meses de edad respectivamente.

En el modelo de ratones hCGB encontramos que la expresion hipofisaria de
las subunidades BA (Inhba) y BB (Inhbb) se encuentra disminuida en las
hembras hCGB+ (prolactinoma) respecto de sus pares wt (Figuras 2.7A 'y 2.7B,
respectivamente). Por otro lado, en la Figura 2.7B podemos observar que la
expresion de Inhbb se presenta elevada en machos respecto de las hembras,
sin diferencias entre genotipos.

Al evaluar la expresion de la subunidad a (Inha) en estos ratones no
observamos diferencias entre genotipos en hembras; pero si encontramos
diferencias sexuales, siendo la expresion de esta subunidad mucho més
elevada en los machos wt respecto de las hembras. Por otro lado, las hipofisis
de machos hCGB+ presentan una menor expresion de Inha respecto de

machos wt, con valores similares a los encontrados en hembras (Figura 2.7C).
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Figura 2.7. Expresioén relativa de subunidades Inhba, Inhbb e Inha evaluados por PCR
cuantitativa en tiempo real en hipofisis de ratones hCGf de ambos sexos y genotipos.
Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=8-10/grupo.
Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) Inhba.
Interaccion ns; b, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+. B) Inhbb. Interaccién p<0,0001;
****p<0,0001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001. C) Inha. Interaccién p=0,0045; b, p<0,01;
**p<0,01 machoss wt vs. hCGB+.

Por otro lado, y similar a lo observado en ratones hCGp, en el modelo de
ratones Drd2” encontramos una expresion hipofisaria significativamente mayor
de subunidades Inhba e Inhbb en machos de ambos genotipos respecto de las
hembras (Figura 2.8A y 2.8C, respectivamente). Esta marcada diferencia
sexual en la expresion de ambas subunidades no permite evidenciar
claramente en un analisis de doble varianza (donde se evalian en simultaneo
las diferencias genotipicas y sexuales) las diferencias de expresién entre
genotipos en las hembras. Por este motivo, en las figuras 2.8B y 2.8D
analizamos los valores de las hembras, de forma independiente, y
evidenciamos una disminucion en la expresion de ambas subunidades en

hembras ko respecto de sus pares wt.
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Figura 2.8. Expresién relativa de subunidades Inhba, Inhbb e Inha evaluados por PCR
cuantitativa en tiempo real en hipofisis de ratones Drd2” de ambos sexos y genotipos.
Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5-10/grupo.
Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni (A, C y E) y test de
student (B y D). A) Inhba. Interaccién ns; d, p<0,0001. B) Inhba. P=0,0094, hembras wt vs. ko.
C) Inhbb. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores, interaccion ns; d, p<0,0001. D) Inhbb.
P=0,0250 hembras wt vs. ko. E) Inha. Interaccion ns; b, p<0,01 hembras wt vs. ko.

Cuando analizamos la expresion hipofisaria de la subunidad o (Inha)

encontramos, a diferencia del modelo hCGf, un aumento en la expresion por
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parte de las hembras ko respecto de sus pares wt, no observandose
diferencias sexuales entre hembras y machos wt ni entre genotipos en machos
(Figura 2.8E).

Como mencionamos en la introduccion de este capitulo, las inhibinas son
principalmente de origen ovarico y su vida media en circulacion es de
aproximadamente 3-6 minutos para la inhibina A y de 3 minutos para la inhibina
B (Makaniji et al., 2014). Sin embargo, en nuestros modelos experimentales la
funcion ovérica se encuentra alterada, debido a que los elevados niveles de
PRL sérica inhiben a nivel hipotalamico la sintesis y secrecion de GnRH,
alterando el eje hipotalamo-hipofiso-gonadal (Grattan, Jasoni, Liu, Anderson, &
Herbison, 2007). Ademas, en ratones hCG[3, se ha descripto que los elevados
niveles circulantes de hCG promueven una luteinizacion masiva en los ovarios
que conlleva elevados niveles séricos de progesterona (Kuorelahti, Rulli,
Huhtaniemi, & Poutanen, 2007);(Ahtiainen et al., 2010).

En este contexto, y sabiendo que las inhibinas ovaricas han sido descriptas
como los principales factores antagonicos de la accion de las activinas
hipofisarias, quisimos estudiar la produccién gonadal de las inhibinas que
podria estar alcanzando la glandula hipdfisis via circulacion general en
nuestros modelos experimentales de prolactinoma. Para ello, evaluamos la
expresion ovérica de las subunidades a, BA y BB en hembras de ambos
modelos experimentales de prolactinoma: ratones hCGB y Drd2” de 6 y 8
meses de edad, respectivamente.

En la Figura 2.9, podemos observar que las hembras hCGB+ presentan una
disminucion significativa en la expresion ovarica de los ARNm correspondientes
a las subunidades BA (Inhba, figura 2.9A), BB (Inhbb, figura 2.9B) y a (Inha,
figura 2.9C) respecto de sus pares wt. Estos resultados podrian indicar una
disminucién global en la produccién de las inhibinas ovaricas en ratones

hembra hCGB+ respecto de sus pares wt.
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Figura 2.9. Expresién ovérica de las subunidades Inhba, Inhbb e Inha evaluados por PCR
cuantitativa en tiempo real en ratones hCGB hembra de 6 meses de edad. Valores
normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=4/grupo. Analisis
estadistico: Test de Student. A) Inhba. P=0,0021; b, p<0,01 hembras wt vs. hCGB+. B) Inhbb.
P=0,0035; b, p<0,01 hembras wt vs. hCGB+. C) Inha. P=0,0028; b, p<0,01 hembras wt vs.
hCGB+.

Asimismo, pudimos evidenciar mediante técnica de ELISA una ausencia de
inhibina A en suero de ratones hembra hCG3+ a los 6 meses de edad respecto

de sus pares wt (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Valores de Inhibina A en suero de ratones hembra hCGp a los 6 meses
de edad, medidos por técnica de ELISA. Datos proporcionados por la Dra. Susana
Rulli (grupo colaborador).

Inhibina A (pg/ml)

wt hCGp+
0,657 | No detectable
1,104  No detectable
2,358 | No detectable
3,087 | No detectable
0,8 No detectable
2,12 No detectable
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Por el contrario, al evaluar estos parametros en el modelo de ratones Drd2"
evidenciamos en hembras ko un aumento significativo en la expresion ovarica
de todas las subunidades respecto de sus pares wt indicando contrariamente a
lo observado en el modelo hCGB, una potencial produccién elevada de

inhibinas en ovarios de ratones ko respecto de sus pares wt (Figura 2.10).
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Figura 2.10. Expresion ovarica de las subunidades Inhba, Inhbb e Inha evaluados por
PCR cuantitativa en tiempo real en ratones Drd2” hembra de 6 meses de edad. Valores
normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=4/grupo. A) Inhba.
Andlisis estadistico: Test de Student; p= 0,0301; a, p<0,05 hembras wt vs. ko. B) Inhbb.
Andlisis estadistico: Test de Student; p= 0,0346; a, p<0,05 hembras wt vs. ko. C) Inha. Analisis
estadistico: Test de Student; p= 0,0363; a, p<0,05 hembras wt vs. ko.

Dado que la sintesis de inhibinas se encuentra intimamente relacionada a la
produccion de gonadotrofinas (especialmente de FSH) estudiamos los niveles
séricos de FSH y LH en hembras de ambos genotipos en ambos modelos
experimentales y observamos que los perfiles hormonales difieren entre
modelos. Mientras los niveles de FSH son menores en hembras hCGp+ (con
desarrollo de prolactinoma) respecto de sus pares wt (Figura 2.11A), las

hembras ko (con desarrollo de prolactinoma) presentan mayores niveles de
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FSH respecto de sus pares wt (Figura 2.11D). Por otro lado, si bien las
hembras transgénicas hCGB+ y ko presentan menores niveles de LH en
circulaciéon respecto de sus pares wt (Figuras 2.11B y 2.11D, respectivamente),
es importante destacar que en el modelo de ratones hCGf, la sobreexpresion
de hCG posee un impacto de hasta 30 veces el impacto de LH enddgena sobre
el receptor de LH (Figura 2.11C).

Con estos resultados podemos apreciar que el patron de expresion que
presentan las inhibinas responde a los niveles séricos de FSH en ambos
modelos experimentales, y por ello, postulamos que las diferencias
encontradas en la expresion de inhibinas entre ambos modelos experimentales
podrian deberse, al menos en parte, a las diferencias observadas en los
perfiles hormonales de ambos grupos.
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Figura 2.11. Niveles séricos de gonadotrofinas en ratones hembra hCGB (A y B) y
ratones Drd2” (D y E) analizados por RIA (ng/mL). n=6/grupo. Andlisis estadistico: Test de
Student A) p=0,0296; B) p=0,0046; D) p=0,0138; E) p=0,0447. C) Niveles séricos de hCG
medidos por bioensayo in vitro en ratones hCGB (Unidad Internacional, Ul/L). Datos
extraidos de Rulli et al. (Rulli et al., 2002). n=6/grupo; a, p<0,05 hembras wt vs. hCGp+.

Estos resultados en su conjunto nos muestran una expresion hipofisaria
disminuida de los ARNm que codifican para las subunidades que conforman a

las activinas A y B (Inhba e Inhbb) en las hembras hCGB+ y ko (ambas con
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desarrollo de prolactinoma) respecto de sus pares wt. Siendo las activinas un
factor inhibitorio de la funcidn lactotropa, esta disminucion en la expresion de
activinas hipofisarias encontrada en ambos modelos experimentales podria
estar contribuyendo al desarrollo de un prolactinoma en las hembras.
Asimismo, es importante destacar que, en ambos modelos experimentales, la
expresion de Inhba e Inhbb se encontré significativamente elevada en hipofisis
de machos de ambos genotipos (sin desarrollo de prolactinoma), sugiriendo
una mayor produccion local de activinas en las hipofisis de estos animales,
que, postulamos, podrian ejercer una proteccién frente al desarrollo tumoral.
Por otro lado, la mayor expresion de Inha observada en hembras ko respecto
de sus pares wt, tanto a nivel hipofisario como ovarico, podria sugerir que, en
este modelo, estaria relacionada, a los altos niveles circulantes de FSH en este
modelo, en el cual habria inhibinas circulantes para contrarrestar el efecto
hipofisario de las ya disminuidas activinas. Por otro lado, en hembras hCGB+,
las disminuidas o indetectables inhibinas podrian sugerir la participacion de

otros antagonistas en el control de la funcion de activinas a nivel hipofisario.

EXPRESION HIPOFISARIA DE ANTAGONISTAS FUNCIONALES DE
ACTIVINAS: FST Y BETAGLICANO

Como mencionamos anteriormente, las acciones de las activinas son
moduladas de manera local mediante un grupo de proteinas de union
(folistatinas) y antagonistas (inhibinas) que limitan el acceso de las activinas a
sus receptores ubicados en la membrana celular.

Ha sido demostrado que la accién antagoénica de las inhibinas depende de la
presencia de betaglicano. Esta proteina es un correceptor que se une con una
elevada afinidad a la subunidad a de las inhibinas. Dicha union aumenta la
capacidad de las inhibinas de competir con las activinas por la unién a los
receptores tipo 2 (Wiater et al., 2009), previniendo de modo efectivo el
reclutamiento del receptor ActRIB y, en consecuencia, la capacidad de las

activinas de iniciar una cascada de sefalizacion intracelular (Lewis et al., 2000).

Analizamos en ratones de ambos modelos experimentales, en ambos sexos
y genotipos, la expresion relativa hipofisaria del ARNm que codifica para

betaglicano, por PCR cuantitativa en tiempo real. En la Figura 2.12A podemos
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observar que, en ambos sexos, la expresion se encuentra significativamente
disminuida en los grupo transgénicos (hCGp+) respecto de sus pares wt y que
existe una marcada diferencia sexual donde las hipofisis de los machos de
ambos genotipos presentan una mayor expresion respecto de las hembras.

Por otro lado, al analizar el modelo experimental Drd2”, encontramos
nuevamente una expresion disminuida de betaglicano en las hembras ko (con
desarrollo de prolactinoma) respecto de sus pares wt (Figura 2.12B). Sin
embargo, en este modelo experimental, los machos presentaron niveles de
expresion disminuida respecto de las hembras wt, sin diferencias entre

genotipos.
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Figura 2.12. Expresién hipofisaria de betaglicano en ratones de ambos sexos y
genotipos, medidos por PCR cuantitativa en tiempo real y normalizados a CiclofilinaB.
Valores relativizados a hembras wt. n=6/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores,
seguido del test de Bonferroni. A) Ratones hCGp. Interacciéon ns; c, p<0,001 hembras wt vs.
hCGB+; d, p<0,0001; a, p<0,05 machos wt vs. hCGB+. B) Ratones Drd2-/-. Interaccion
p=0,0103; ¢, p<0,001 hembras wt vs. ko; d, p<0,0001.

Otro de los antagonistas funcionales descriptos para las activinas, es la
isoforma 288 de la proteina folistatina (FST288) que se encuentra en la matriz
extracelular de la hipdfisis y posee la capacidad de unirse al dimero de activina
en una relacién 2:1 (dos moléculas de FST por cada molécula de activina) de
forma especifica e irreversible, limitando la disponibilidad biologica local de la
citoquina y, en consecuencia, interfiriendo en su mecanismo de accion (Phillips,
2001).

Cuando analizamos los niveles de expresion relativa de FST288 mediante
PCR semicuantitativa en ambos modelos experimentales (Figura 2.13A y

2.13E), solo encontramos diferencias entre grupos en los ratones hCGf3, donde
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tanto por PCR semicuantitativa como por western blot (Figura 2.13B)
encontramos niveles de FST288 elevados en hembras hCGB+ respecto a

hembras wt y machos.
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Figura 2.13. Expresion hipofisaria de FST288 en ratones hCG (A, B, C, D) y Drd2" (Ey F)
de ambos sexos y genotipos. FST288 medido por PCR semicuantitativa (A y E).
Cuantificacion por densitometria de la intensidad de las bandas de FST288 relativa a las de
GAPDH. n=4/grupo. Analisis estadistico. ANOVA de dos factores, seguido del test de
Bonferroni. A) Ratones hCGp. Interaccién p= 0,0249; a, p<0,05 hembras wt vs. hCGB+. E)
Ratones Drd2*. Interaccién ns. C) y F) Imagenes representativas de las bandas en gel de
agarosa 2% de FST288 (62 pb) y para GAPDH (171 pb), utilizada como control de carga. B)
FST medido por wb en ratones hCGp. Cuantificacién por densitometria de la intensidad de las
bandas de FST288 relativa a las de GAPDH. n=3/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de dos
factores, interaccion ns; a, p<0,05 hembras wt vs. hCGB+. D) Ratones hCGB. Imagen
representativa de las bandas inmunoreactivas para FST288 (32 kDa) y para GAPDH (37 kDa),
utilizada como control de carga.

Estos resultados en su conjunto demuestran una diferencia en la expresion de

los antagonistas en ambos modelos experimentales de prolactinoma.
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Previamente, habiamos encontrado que en el modelo Drd2” las inhibinas
tanto hipofisarias como ovaricas podrian estar controlando la actividad de
activinas en hipdfisis, mientras que en el en modelo hCGpB, los bajos o
indetectables niveles de inhibinas sugerian la participacion de otros
antagonistas.

En los presentes resultados encontramos en el modelo de ratones hCGf un
perfil de expresion de betaglicano similar al observado previamente en la
Figura 2.7C de este capitulo para Inha (disminuido en hembras hCGp+
respecto de sus pares wt) sugiriendo un antagonismo leve de inhibinas en las
hembras de este modelo. Por otro lado, en machos wt se observa una alta
expresion hipofisaria de betaglicano (con un perfil similar al observado para
inhibina alfa), indicando una funcién antagonica fuerte de inhibinas en este
sexo. Es interesante destacar que esta funcibn se pierde en machos
transgénicos hCGR+, al igual que en hembras hCGp+, muy probablemente por
los altos niveles de hCG circulantes como discutiremos mas adelante.

Asimismo, los niveles elevados de FST288 presente so6lo en el modelo hCGf
podrian sugerir que seria éste el factor antagénico de activinas a nivel

hipofisario en las hembras hCGB+ (con desarrollo de prolactinoma).

EXPRESION HIPOFISARIA DE RECEPTORES DE ACTIVINAS DE
TIPO 1Y TIPO 2

Al igual que TGFf1, las activinas forman un complejo hetero-oligomérico de
receptores serin/treonin quinasas y proteinas SMAD intracelulares para iniciar
su sefalizacién. Los receptores de tipo 1 descriptos para las activinas son los
receptores ActRIB y ActRIC, mientras que el receptor de membrana de tipo 2
preferentemente utilizado por estas moléculas es el receptor ActRIIB (L
Attisano et al., 1992). En esta seccion, evaluamos la expresion hipofisaria de
estos receptores en ambos modelos experimentales de prolactinoma.

En los ratones hCGp, al estudiar la expresion relativa hipofisaria del ARNm
del receptor ActRIB observamos una menor expresion en hembras con
desarrollo de tumor (hCGB+) respecto de sus pares wt y encontramos que la
expresion en machos es menor a la presentada por las hembras wt, sin

diferencias entre genotipos (Figura 2.14A). Dado que el receptor ActRIB se
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encuentra implicado en la sefalizacion desencadenada por activinas en el
lactotropo, profundizamos nuestro estudio analizando su expresion proteica por
inmunohistoquimica (IHQ) en cortes de hipdfisis de hembras (Figuras 2.14B y
2.14C) y machos (Figuras 2.14D y 2.14E). Por otro lado, determinamos en
hembras de ambos genotipos su co-localizacion con PRL por microscopia
confocal para identificar su expresion en este tipo celular (Figura 2.14F). De los
resultados obtenidos por IHQ, con posterior cuantificacion, observamos que la
expresion proteica del receptor es mayor en ratones hCGB+ de ambos sexos.
Por otro lado, identificamos con la microscopia confocal la expresién de ActRIB
en lactotropos en hembras de ambos genotipos, ademas de su expresion en
otros tipos celulares.

A continuacién, analizamos por la expresion relativa hipofisaria de los
receptores ActRIC (Figura 2.15A) y ActRIIB (Figura 2.15B) por PCR cuantitativa
en tiempo real y encontramos que, en ambos casos, las hembras hCGB+
presentan una expresion disminuida respecto de sus pares wt. Por otro lado, la
expresion de ambos receptores en los machos se encuentra disminuida

respecto de las hembras, sin diferencias entre genotipos.
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Figura 2.14. Expresién hipofisaria de ActRIB en ratones hCGR. A) Expresion relativa del
ARNmM medido por PCR cuantitativa en tiempo real y normalizado a CiclofilinaB. Valores
relativizados a hembras wt. n=6/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido
del test de Bonferroni. Interaccién p=0,0008; c, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; a, p<0,05. B y
C) Andlisis de la inmuno-marcacion en cortes de hipdfisis. Se utilizé el programa Aperio Image
Scope para el analisis de imagenes. Expresién proteica de ActRIB en hembras (B) y machos
(C) determinada como nimero de células positivas/unidad de &rea. n=5/grupo. Analisis
estadistico: test de student; Hembras a; p=0,0129; Machos a; p=0,0302. D y E) Inmuno-
marcacion de ActRIB. Las secciones de hipdfisis de los distintos grupos experimentales fueron
incubadas con anticuerpo anti ActRIB y reveladas con DAB (color marron). Los nucleos fueron
contra-tefiidos con hematoxilina (color azul) y las imagenes fueron tomadas con aumento 40X.
La longitud de la barra representa 20um. F) Identificacion y co-localizacién de ActRIB con la
hormona hipofisaria PRL en cortes de hipofisis de hembras de ambos genotipos analizada por
doble inmunofluorescencia indirecta. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las flechas blancas
indican lactotropos (PRL) expresando ActRIB. Las imégenes fueron tomadas con aumento
40X. La longitud de la barra representa 20um.

Hembra hCGp+ Hembra WT
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Figura 2.15. Expresién hipofisaria de receptores de activina tipo 2 en ratones hCGB8.
Expresion relativa del ARNm medido por PCR cuantitativa en tiempo real y normalizado a
CiclofilinaB. Valores relativizados a hembras wt. n=6/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos
factores, seguido del test de Bonferroni. A) ActRIC. Interaccion p=0,0002; **** p<0,0001
hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001. B) ActRIIB. Interaccion p=0,0303; b, p<0,01 hembras wt
vs. hCGB+; ¢, p<0,001.

Continuamos nuestro estudio evaluando la expresion de estos receptores
en los ratones Drd2”-. En la Figura 2.16A podemos observar que la expresion
del receptor ActRIB evaluada por PCR cuantitativa en tiempo real se encuentra
significativamente disminuida en hembras ko respecto de sus pares wt. Esto se
observa también en machos de ambos genotipos, donde los niveles de
expresion son similares a los presentados por las hembras wt. Respecto de la
expresion proteica del receptor, tal y como observdabamos en el modelo hCG,
las figuras 2.16B-E demuestran que la expresion del receptor ActRIB evaluada
por IHQ presenta un aumento de expresion en hembras ko respecto de sus
pares wt. por otro lado, observamos en este modelo experimental una mayor
expresion hipofisaria de ActRIB en machos respecto de las hembras, sin
diferencias entre genotipos.

Para el receptor ActRIC (Figura 2.16F) observamos un aumento en la
expresion en hembras ko respecto de sus pares wt no tumorales. Sin embargo,
al estudiar el receptor ActRIIB (Figura 2.16G), si bien no observamos
diferencias genotipicas en hembras, encontramos una expresion disminuida en

machos de ambos genotipos respecto de las hembras.
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Figura 2.16. Expresién hipofisaria de receptores de activina tipo 1 y tipo 2 en ratones
Drd2". Expresion relativa del ARNm medido por PCR cuantitativa en tiempo real y normalizado
a CiclofilinaB de ActRIB (A), ActRIC (F) y ActRIIB (G). Valores relativizados a hembras wt.
n=5/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni. A)
ActRIB. Interaccion p=0,0004; c, p<0,001 hembras wt vs. ko; d, p<0,0001. F) ActRIC.
Interaccion ns. a, p<0,05 hembras wt vs. ko. G) ActRIIB. Interaccién p=0,9049; b, p<0,01. By
C) Analisis de la inmuno-marcacion de ActRIB en cortes de hipdfisis en hembras (B) y machos
(C). Se utilizé el programa Aperio Image Scope para el analisis de imagenes. Expresion
proteica de ActRIB determinada como numero de células positivas/unidad de area. n=5/grupo.
Analisis estadistico: test de student; Hembras c; p=0,0010; Machos a; p=0,0082. D y E)
Inmuno-marcacién de ActRIB. Las secciones de hipdéfisis de los distintos grupos
experimentales fueron incubadas con anticuerpo anti ActRIB y reveladas con DAB (color
marrén). Los nucleos fueron contra-tefiidos con hematoxilina (color azul) y las imagenes fueron
tomadas con aumento 40X. La longitud de la barra representa 20um.
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Como mencionamos en la introduccion, en hipdfisis, la unidén de activinas a
sus receptores de membrana inicia una cascada de sefales intracelular
mediante fosforilacion de las proteinas SMAD2/3 que finaliza en el ndcleo con
la activacion de la transcripcion de genes blanco. En los lactotropos, estas
sefales son de tipo inhibitorio, tanto para su proliferacion como para la sintesis
y secrecion de PRL.

Por este motivo, a continuacion, estudiamos la fosforilacion de la proteina
SMAD3 por técnica de western blot (wb), mediante la utilizacion de un
anticuerpo que detecta la fosforilacion en los residuos de cisteina 423 y 425 de
la proteina SMAD3. Cuando evaluamos la expresion hipofisaria de pPSMAD3 en
ratones hCGB de ambos sexos y genotipos a los 6 meses de edad,
evidenciamos un aumento significativo en los niveles de pPSMAD3 en hembras
hCGB+ respecto de sus pares wt (Figura 2.17). Por otro lado, la expresién en

machos fue similar a la observada en hembras wt, sin diferencias entre

genotipos.
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Figura 2.17. Expresiéon hipofisaria de pSMAD3 en ratones hCGB de ambos sexos y
genotipos. A) Cuantificacion por densitometria de la intensidad de las bandas de pSMAD3
relativa a las de GAPDH. n=3/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores, interaccion
p= 0,0227; b, p<0,01. B) Imagen representativa de las bandas inmunoreactivas para pSMAD3
(52 kDa) y para GAPDH (37 kDa), utilizada como control de carga.
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EXPRESION HIPOFISARIA DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO
DEL LACTOTROPO Y LA SECRECION DE PRL: PIT-1 Y MENINA

Como mencionamos en la introduccion, en el lactotropo la regulacion
inhibitoria que ejercen las activinas involucra, luego de la fosforilacion de las
proteinas SMADSs, el reclutamiento de SMAD4 y del supresor tumoral menina
formando un complejo que transloca al nacleo donde promueve la inhibicion del
factor de transcripcion pit-1, factor involucrado en el desarrollo y mantenimiento
de las células lactotropas; asi como también es capaz de regular otros factores
de transcripcién que inhiben la progresion del ciclo celular, contribuyendo a la
disminucién en el crecimiento de las células lactotropas y la secrecién de PRL
(Lacerte et al., 2004);(Hendy et al.,, 2005). Como mencionamos en la
introduccién, esta accion es a su vez regulada negativamente por SMAD7
(Hendy et al., 2005).

Con el objetivo de estudiar estos mecanismos en las hipofisis de nuestros
modelos experimentales, evaluamos la expresion relativa hipofisaria de SMAD4
y SMAD7 en ratones Drd2”’- de ambos sexos y genotipos. En la figura 2.18
podemos apreciar tal y como observdbamos en la figura 1.9 del capitulo 1 para
el modelo hCGp, que tanto la expresion de la proteina SMAD4 (Figura 2.18A)
como de SMAD?7 (Figura 2.18B) se encuentran significativamente disminuidas

en las hembras ko (con desarrollo de prolactinoma) respecto de sus pares wt.
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Figura 2.18. Expresién relativa de SMAD4 y SMAD7 evaluados por PCR cuantitativa en
tiempo real en ratones Drd2". Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a
hembras wt. n=5-8/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores. A) SMADA4. Interaccién
ns; b, p<0,01 hembras wt vs. ko. B) SMAD?7. Interaccién ns; ap<0,05 hembras wt vs. ko.
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Sin embargo, a diferencia de lo observado en los ratones hCGB, no
encontramos diferencias en la expresion presentada por los machos de ambos
genotipos respecto de las hembras wt.

Continuamos estudiando la expresion relativa del ARNm de los genes
involucrados en regulacién del crecimiento del lactotropo: menina y pit-1, asi
como también de tres genes involucrados en la regulacion del ciclo celular,
regulados a su vez por menina: pl5, pl8 y p27 en ambos modelos
experimentales de prolactinoma.

En la figura 2.19 podemos observar que las hembras hCGB+ (con desarrollo
de prolactinoma) presentan, acorde a lo esperado, una mayor expresion
hipofisaria de pit-1 (Figura 2.19B), no observandose estas diferencias
genotipicas en machos. Por otro lado, las hembras hCGB+ presentan una
mayor expresion de menina respecto de sus pares wt (Figura 2.19A), resultado
gue nos llama la atencion, dado que menina es un supresor tumoral, del el cual
se ha descripto que actia como factor inhibitorio de la expresion de pit-1 (J.-J.
Lebrun, 2009). Ademas, siguiendo el mismo perfil de expresion de menina,
observamos en hembras hCGB+ una mayor expresion hipofisaria de p18 y p15
(Figuras 2.19C y 2.19E, respectivamente).

Llamativamente, al analizar p27 observamos un patrén de expresion diferente
al encontrado para p18, a pesar de que ambos estarian regulados de modo
directo por menina. Como podemos ver en la Figura 2.19D, las hembras
hCGB+ (con desarrollo de prolactinoma) presentan niveles hipofisarios
disminuidos de p27 respecto de sus pares wt.

Respecto de las diferencias sexuales, observamos una mayor expresion
hipofisaria de p27 en machos de ambos genotipos respecto de las hembras
(Figura 2.19D) vy, por el contrario, una menor expresion de pl5 en machos

respecto de las hembras, sin diferencias entre genotipos (Figura 2.19E).
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Figura 2.19. Expresién hipofisaria de reguladores del lactotropo en ratones hCG@ de
ambos sexos y genotipos, medidos por PCR cuantitativa en tiempo real y normalizados a
CiclofilinaB. Valores relativizados a hembras wt. n=6-8/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de
dos factores. A) Menina. Interaccién ns; *, p<0,05 hembras wt vs. hCGB+; a, p<0,05. B) Pit-1.
Interaccion p=ns; a, p<0,05 hembras wt vs. hCGB+. C) pl8. Interaccion p=0,0145; a, p<0,05
hembras wt vs. hCGB+. D) p27. Interaccion ns; **, p<0,01 hembras wt vs. hCGB+; b, p<0,01. E)
pl5. Interaccién p= 0,0038; ¢, p<0,001 hembras wt vs. hCGB+; d, p<0,0001.

Al analizar la expresion relativa hipofisaria de estos factores en ratones Drd2"

de ambos sexos y genotipos, encontramos diferencias que nos llamaron la

atencion entre ambos modelos experimentales. Si bien en hembras con
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desarrollo de prolactinoma (ko) encontramos nuevamente mayor expresion
hipofisaria de menina y pit-1 respecto de sus pares wt (Figura 2.20A y Figura
2.20B, respectivamente), a diferencia de las hembras hCGB+, las hembras ko
presentan menores niveles de expresion de pl18, p27 y pl5 respecto de sus
pares wt (Figuras 2.20C, 2.20D y 2.20E, respectivamente).

En referencia a las diferencias sexuales, observamos diferencias significativas
en la expresion hipofisaria de menina, pit-1 y pl5, con menores niveles de
expresion en machos respecto de las hembras, sin diferencias entre genotipos
(Figuras 2.20A, 2.20B y 2.20E, respectivamente).

Estos resultados indican que las hembras transgénicas (hCGp+ y ko) de
ambos modelos experimentales de prolactinoma presentan diferencias
significativas no solo en sus perfiles hormonales, sino también en las
respuestas intracelulares asociadas al control del ciclo celular, sugiriendo una
desregulacion diferencial de los procesos proliferativos en el desarrollo de un

prolactinoma en hembras de ambos modelos experimentales.

103



Capitulo II: Sistema activinas-inhibinas hipofisario y su relacién con el

desarrollo

de un prolactinoma. Diferencias sexuales

>

Expresién relativa (u.a.)

@)

Expresién relativa (u.a.)

N
I=}

1.59

1.09

0.51

0.0

1.01

0.0

ARNmM menina ARNm pit-1
’;1.5' a
b s L
T ©
> T
2 1.0
©
== >
—
S os c
o 0.
d J 5 —_ Cc
I B
' T T X 0.0 T T r
WT KO WT KO WT KO WT KO
Hembras Machos Hembras Machos
ARNm p18 ARNm p27
= i
s
©
> T
5 1.0 I
°
c b (] a
—
T == c T
o 05
>
2
Qo
' T T X 0.0 T T r
WT KO WT KO WT KO WT KO
Hembras Machos Hembras Machos
E ARNm p15
S
2 .
24
g T
Z
o 3]
et
c 27
°
5 o 2
—
o
X o0 T T r
WT KO WT KO
Hembras Machos

Figura 2.20. Expresion hipofisaria de reguladores del lactotropo en ratones Drd2” de
ambos sexos y genotipos, medidos por PCR cuantitativa en tiempo real y normalizados a
CiclofilinaB. Valores relativizados a hembras wt. n=6-8/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de
dos factores. A) Menina. Interaccién p=0,0310; b, p<0,01 hembras wt vs. ko; d, p<0,0001. B)
Pit-1. Interaccién p=0,0354; a, p<0,05 hembras wt vs. ko; ¢, p<0,001. C) pl8. Interaccion
p=0,0001; c, p<0,001 hembras wt vs. ko; b, p<0,01 machos wt vs. hembra wt. D) p27.
Interaccion ns; a, p<0,05 hembras wt vs. ko. E) p15. Interaccion p=0,03; ¢, p<0,001 macho wt
vs. hembra wt.

Hasta aqui nuestros resultados demuestran que el efecto inhibitorio de

activinas sobre las células lactotropas se encuentra disminuido en hembras con
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desarrollo de prolactinomas, evento evidenciado por una menor expresion en
las subunidades que conforman a las activinas A y B, asi como también en la
mayor expresion de sus antagonistas funcionales, FST288 en hembras hCGf+
e inhibinas en hembras ko. Asimismo, evidenciamos una importante diferencia
sexual en ambos modelos experimentales, donde podemos observar que los
machos presentan un sistema inhibitorio de activinas mas fuerte, que podria

estar protegiendo a este sexo del desarrollo de un prolactinoma.

DISCUSION Il

En base a los resultados obtenidos para TGFB1 hipofisario en el primer
capitulo de esta tesis, nos preguntamos si otros miembros de la familia TGFf3
sintetizados por la hipofisis podrian encontrarse implicados en el desarrollo de
un prolactinoma.

Como mencionamos en la introduccion de este capitulo, las activinas Ay B
son miembros de la familia TGFB que, en hipofisis, modulan negativamente la
expresion de prolactina (PRL) y la proliferacion de las células del lactotropo
(Lacerte et al., 2004);(J.-J. Lebrun, 2009). Por otra parte, las inhibinas Ay B
son moléculas que se encuentran intimamente relacionadas a las activinas,
antagonizando su accién, y, a pesar de que su origen es principalmente
gonadal, son también sintetizadas de manera local dentro de la hipdfisis, al
igual que la proteina de unién folistatina (FST).

Existen numerosos trabajos que indican que perturbaciones o disrupciones
en la funcionalidad de activinas e inhibinas se encuentran relacionadas al
origen y desarrollo de tumores endocrinos y neuroendocrinos (Risbridger et al.,
2001);(Louise M Bilezikjian et al., 2004);(Namwanje & Brown, 2016).

Con estos antecedentes, nos enfocamos en este segundo capitulo al estudio
del “sistema activinas-inhibinas” hipofisario en dos modelos experimentales de
prolactinoma: ratones hCGp y ratones Drd2”-. Ambos modelos presentan un
dimorfismo sexual en el desarrollo de prolactinomas evidenciado por un
aumento en el peso hipofisario y una marcada hiperprolactinemia presente solo

en las hembras transgénicas hCGB+ y Drd2-" knock out (ko), tal y como fuera
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descripto por Rulli y col. (Rulli et al., 2002) y Cristina y col. (Carolina Cristina et
al., 2006), respectivamente.

Demostramos que existe una disminucion en la expresion hipofisaria de las
subunidades que codifican para las activinas A y B (subunidades BA y BB) en
hembras hCGB+ y hembras ko, sugiriendo una potencial disminucién en la
biodisponibilidad de activinas en hipofisis tumorales. Asimismo, evidenciamos
una notable diferencia sexual en la expresion de estas subunidades en ambos
modelos de ratén, encontrdndose una expresidon elevada de ambas
subunidades en hipdfisis de machos de ambos genotipos respecto de las
hembras, sugiriendo la presencia de un sistema inhibitorio de la funcién del
lactotropo, por parte de las activinas, mas fuerte en este sexo.

Respecto de la expresiéon de la subunidad a, presente sélo en los dimeros
de inhibinas, los resultados fueron diferentes en los modelos experimentales
utilizados. Mientras que en el modelo hCGB las hipofisis de hembras no
mostraron diferencia de expresion entre genotipos, en el modelo Drd2-/- las
hipofisis de hembras ko presentaron un aumento significativo de la expresion
de subunidad a respecto a sus pares wt. Este aumento observado en las
hembras ko podria deberse a los mayores niveles de FSH séricos encontrados
en este modelo, respecto a las hembras wt, ya que es sabido que tanto LH
como FSH inducen el aumento en la sintesis de la subunidad alfa (Makanji et
al., 2014);(Walton, Makanji, Robertson, & Harrison, 2011). Por el contrario, en
hembras hCGB+, si bien presentan una actividad “simil” de LH muy
incrementada, los valores de FSH séricos se encuentran disminuidos.

A partir de este resultado “modelo-dependiente”, y sabiendo que el mayor
aporte de inhibinas que alcanzan la hipofisis proviene de las génadas (Louise
M Bilezikjian et al., 2004), evaluamos la expresion ovéarica de las tres
subunidades en ambos modelos experimentales. Los ovarios de las hembras
Drd2”- mostraron una expresion elevada de todas las subunidades en hembras
ko respecto de sus pares wt sugiriendo una produccion gonadal elevada de
inhibinas en las hembras con prolactinoma, acorde nuevamente a los mayores
niveles de FSH sérico presente en estas hembras. Estos elevados niveles de
inhibinas gonadales en las hembras ko podrian estar contrarrestando la accion

de las ya disminuidas activinas presentes en sus hipdfisis.
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Por el contrario, en hembras hCGB+, al igual que lo observado en hipdfisis,
encontramos una marcada disminucion en la expresion ovarica de todas las
subunidades respecto de sus pares wt, sugiriendo una produccién
significativamente reducida de inhibinas tanto hipofisarias como gonadales en
este grupo. Mas aun, estudios de nuestro grupo colaborador, nos permitieron
verificar una ausencia de inhibina A circulante en hembras hCGB+ respecto de
sus pares wt, indicando una ausencia de antagonismo por parte de inhibinas en
las hipdfisis tumorales del modelo experimental hCG[3.

Es importante destacar que la exacerbada sefial de hCG que presentan las
hembras hCGB+ desde temprana edad desencadena una maduracion anormal
de los foliculos, inhibe la ovulacién y promueve una masiva luteinizacién en
edad adulta, responsable de los niveles elevados de progesterona vy
testosterona caracteristicos de las hembras hCGB+ (Rulli & Huhtaniemi,
2005);(Peltoketo, Zhang, & Rulli, 2011);(Abel et al., 2014) y, sin embargo,
niveles muy disminuidos de inhibinas. Respecto de estos niveles disminuidos
de inhibinas, ha sido descripto que a pesar de que LH y hCG son capaces de
unir al mismo receptor, ha sido demostrado que ante la falta de sefial de GnRH
y anovulacion (eventos que ocurren en hembras hCGB+) la administracion de
hCG no es capaz, per sé, de inducir en el cuerpo lateo la produccién de
inhibinas (McLACHLAN et al., 1989);(Smith et al.,, 1991);(Wen et al,
2008);(Shayya et al., 2014). Asimismo, ha sido demostrado in vitro que un
estimulo con hCG disminuye los niveles de inhibinas por parte de células
luteales humanas (Muttukrishna, Groome, & Ledger, 1997). Estos
antecedentes, junto a los disminuidos niveles séricos de FSH, podrian explicar
la muy escasa sintesis y secrecion ovarica de inhibinas que encontramos en
las hembras hCGR+.

Respecto de las diferencias sexuales, resulta muy interesante destacar que
en el modelo hCGp la expresion de la subunidad a en machos transgénicos
presentd un patron diferente al observado para las otras subunidades. Si bien
la expresién en machos wt presenta niveles elevados respecto de las hembras,
acorde a lo observado previamente para las subunidades BA y BB,
evidenciamos en machos hCGB+ una disminucién en la expresion de la

subunidad a. Estos resultados podrian relacionarse nuevamente al entorno
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hormonal propio de los machos de este modelo: con sobreexpresion de hCG
gue provoca un aumento en la sintesis de testosterona por parte de las células
de Leydig, interrumpiendo el eje gonadotrofico y provocando una disminucién
en la produccion de FSH (Huhtaniemi, Korenbrot, & Jaffe, 1977);(Rulli et al.,
2003);(Gonzalez et al.,, 2011). Por lo tanto, teniendo en cuenta que los
receptores de FSH se encuentran en las células de Sertoli (Simoni, Gromoll, &
Nieschlag, 1997) y estas células son las que sintetizan inhibinas, los resultados
obtenidos en machos hCGB+ podrian indicar que la falta de estimulacién por
parte de FSH sumado al tamafo testicular reducido caracteristico de este
grupo (Pakarainen et al.,, 2007);(Jonas, Oduwole, Peltoketo, Rulli, &
Huhtaniemi, 2014) serian los responsables de la disminucion en la produccion
de inhibinas, tal y como fuera postulado previamente por otros autores (Dias,
Rajpert-De Meyts, McLachlan, & Loveland, 2009);(Grinspon et al., 2014).

Por otro lado, es sabido que el efecto antagdnico de las inhibinas requiere de
la presencia de betaglicano para bloquear el acceso de activinas a su receptor
(J. J. Lebrun & Vale, 1997);(Lewis et al., 2000);(C. Welt et al., 2002);(Wiater et
al., 2009). Nuestros estudios demuestran una menor expresion del correceptor
en las hipodfisis tumorales hCGB+ y ko respecto de sus pares wt, sugiriendo una
débil accién de inhibinas a nivel hipofisario en ambos modelos experimentales
de prolactinoma.

Ademas, la accién de activinas puede ser localmente contrarrestada por la
accion de folistatina 288 (FST288). En el presente trabajo encontramos un
aumento significativo en la expresidon de este proteina en hipofisis tumorales de
hembras hCGB+ respecto de sus pares wt, sugiriendo que FST288 podria estar
ejerciendo el rol antagénico por unién a activinas en este modelo experimental.
Estas diferencias no fueron observadas en el modelo Drd2”- en ninguno de los
grupos analizados.

Hasta aqui, observamos que las hembras con desarrollo de prolactinoma
(hCGB+ y ko) presentan una menor biodisponibilidad de activinas respecto de
sus pares wt. A su vez, la funcionalidad de activinas estaria contrarrestada por
FST288 en hipofisis de hembras tumorales hCGB+ y por inhibinas en hembras
ko. Es importante destacar que, las diferencias sexuales encontradas en la

expresion de estos componentes sugieren un efecto inhibitorio de activinas

108



Capitulo II: Sistema activinas-inhibinas hipofisario y su relacién con el
desarrollo de un prolactinoma. Diferencias sexuales

mas fuerte en machos de ambos modelos experimentales respecto de las
hembras, hecho que podria estar protegiendo a este sexo del desarrollo de un
prolactinoma.

Hemos mencionado que otro punto de regulacion para las acciones de
activinas son sus receptores. En bibliografia se ha demostrado que
alteraciones en la expresion de los receptores de membrana y proteinas
SMADs involucrados en la sefializacion intracelular de activinas se encuentran
relacionadas al desarrollo tumoral y a perturbaciones en la regulacion génica
rio debajo de estos receptores (Alexander et al., 1996);(Zhou et al.,
2000);(Suszko & Woodruff, 2006);(Makaniji et al., 2014);(Principe et al., 2018).

Al evaluar la expresion hipofisaria de los receptores en ratones hCGS,
nuestros resultados demuestran una expresion elevada de ActRIB en hipdfisis
de hembras tumorales hCGp+ respecto de sus pares wt. Ademas,
comprobamos que el receptor ActRIB co-localiza con PRL en hipofisis
tumorales, indicando que los lactotropos (tipo celular predominante en
prolactinomas) podrian expresar significativamente este receptor.

Teniendo en cuenta que uno de los determinantes de la funcionalidad de las
activinas es la disponibilidad de receptor y que, en hipofisis, ActRIIB se
encuentra expresado casi con exclusividad en los gonadotropos y (Gregory &
Kaiser, 2004);(Bernard & Tran, 2013), la disminucion en la expresion de los
receptores ActRIC y ActRIIB y GnRHR (datos no mostrados) observada en
hipdfisis de hembras hCGB+ sumado a la disminucion en los niveles séricos de
FSH presentados por este grupo respecto de sus pares no tumorales (wt),
podria indicar que de haber activinas biodisponibles en hipdfisis, éstas no
promoverian respuesta en gonadotropos. Por lo tanto, en este contexto, la
expresion elevada del receptor ActRIB en hembras hCGB+ podria deberse, al
menos en parte, a un efecto compensatorio ante una muy baja disponibilidad
de activinas hipofisarias.

Un resultado inesperado fue la alta expresion de pPSMADS3 encontrada en los
prolactinomas de hembras hCG+, en los cuales se encuentran disminuidos los
niveles de TGFB1 y activinas.

Ha sido descripto, utilizando modelos in vivo que, en gonadotropos, la

sintesis de FSH mediada por activinas seria, a diferencia de lo encontrado
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previamente in vitro, principalmente regulada por 2 factores de transcripcion:
SMAD4 y FOXL2, actuando en conjunto y en forma independiente de GnRH
(Roybal et al., 2014);(Herndon & Nilson, 2015). Ademas, ha sido demostrado
que la delecion condicional de SMAD4 o FOXL2 en gonadotropos induce una
deficiencia de transcripcion de FSHB y FST (Fortin et al., 2015);(Y. Li et al.,
2018). Mas aun, se ha sugerido que, frente a reducidos niveles de SMAD4,
existiria en este tipo celular una mayor actividad de pSMAD3 compensatoria
para mantener, al menos, valores minimos de FSH (Y. Li et al., 2017). Por otro
lado, ha sido comprobado que ratones deficientes en SMAD4 presentan niveles
séricos disminuidos de FSH y son subfértiles (Fortin, Boehm, Deng, Treier, &
Bernard, 2014). En este contexto, los bajos niveles de SMAD4 encontrados en
hipdfisis de hembras hCGB+ podrian estar contribuyendo a los muy
disminuidos niveles de FSH encontrados en este modelo, a pesar de presentar
niveles elevados de pSMAD3.

Sin embargo, no podemos dejar de tener en cuenta que, en los
prolactinomas, los lactotropos representan un altisimo porcentaje entre el total
de tipos celulares hipofisarios, y que el aumento en pSMAD3 observado podria
ser aportado también por este tipo celular.

Respecto de los niveles hipofisarios de menina, nuestros resultados
correlacionan con estudios recientes realizados en humanos, en los cuales se
ha identificado a menina en todos los tipos celulares hipofisarios tanto normales
como tumorales, incluso en las células endoteliales (lacovazzo, Hernandez-
Ramirez, & Korbonits, 2017). En ese trabajo, lacovazzo y col. encuentran que
15 biopsias de un total de 68 adenomas hipofisarios esporadicos expresan
niveles elevados de menina, con ubicacion nuclear, semejante a lo observado
en las hipdfisis normales provenientes de autopsias; y, por el contrario,
demuestran una inmunotincibn muy débil para menina en una biopsia de un
adenocarcinoma positivo para PRL, al igual que en las metastasis extraidas.
Estos resultados, junto a los encontrados en el desarrollo de la presente Tesis
demostrarian que los niveles de menina son independientes de los niveles de
activinas y TGFB1 hipofisarios, y que no necesariamente menina correlaciona

con la presencia o ausencia del desarrollo de un prolactinoma.
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En bibliografia, los trabajos que sefialan la participacion de menina en la
inhibicion que producen las activinas sobre la sintesis y secrecion de PRL
corresponden solo a un grupo de trabajo, del Dr. Lebrun (Lacerte et al.,
2004);(Hendy et al., 2005). Estos mismos autores, en el afio 2004, proponen
gue menina mediaria la inhibicién de activinas sobre el factor de transcripcion
pit-1, fundamental para la funcionalidad del lactotropo y que, en esa inhibicion,
se encuentra involucrada la participacion de pSMADS3 (Lacerte et al., 2004). Sin
embargo, el mismo grupo de trabajo describe 2 afios mas tarde que las
activinas inhibirian a pit-1 por un mecanismo independiente de SMADs,
mediado por p38 MAPK (de Guise et al., 2006).

En base a los primeros antecedentes, esperabamos encontrar una menor
expresion de menina en hipdfisis tumorales de hembras hCGB+ y ko, dada la
menor expresion hipofisaria de activinas observada en ambos grupos
(Theodoropoulou et al., 2004); contrariamente, encontramos una mayor
expresion de menina en hipdfisis de hembras tumorales de ambos modelos
experimentales, concomitante con una alta expresion de pit-1.

Estos resultados demuestran que la elevada expresion de pit-1 correlaciona
con la baja expresion de activinas hipofisarias, el alto indice proliferativo de
lactotropos y el mayor porcentaje de lactotropos encontrado en los
prolactinomas, independientemente de los niveles de menina. Asimismo, la
menor expresion de pit-1 en hipofisis de machos correlaciona con la menor
proporcion de lactotropos en este sexo, en ambos modelos experimentales
analizados.

Otros genes blanco descriptos para las acciones de menina en diversos
tejidos son pl8 y p27. Al respecto, en nuestros 2 modelos de prolactinomas
observamos niveles elevados de expresion de menina, y concomitantemente,
una mayor expresion de pl8 (en hembras transgénicas con desarrollo de
prolactinomas respecto a sus pares wt). Sin embargo, mientras que en las
hembras ko también se observo aumentada la expresion de p27 (presentando
el mismo perfil que menina y p18), en las hembras hCGB+ observamos,
contrariamente, una muy disminuida expresion hipofisaria de p27, disociada
completamente de la expresion local de menina. Estas diferencias entre ambos

modelos de prolactinoma podrian quizas explicar la elevada tasa proliferativa

111



Capitulo II: Sistema activinas-inhibinas hipofisario y su relacién con el
desarrollo de un prolactinoma. Diferencias sexuales

observada en hipdfisis de hembras hCGB+, quienes desarrollan tumores de
mayor tamano respecto a hembras tumorales del modelo Drd2-/-. Por otro lado,
a pesar de que muchos trabajos in vitro e in vivo han asociado la disminucion
de niveles de menina a una consecuente disminucién de niveles de sus genes
blanco pl18 y p27, resultados recientes realizados sobre tumores
neuroendocrinos pancreaticos en pacientes MEN1 demostraron una
disociacion en la expresion de p27, siendo ésta significativamente alta en estos
tumores a pesar de la ausencia de menina. Respecto de estos resultados, los
autores postulan que ante la falta de menina se desenmascara un mecanismo
de control diferente sobre p27 que aumenta su expresion para contrarrestar el
exacerbado crecimiento tumoral (Thakker, 2014). Estos autores si observan
una correlacion con los niveles de p18 en estos tumores pancreaticos, muy
disminuidos frente a la ausencia de menina en estos pacientes. En el modelo
hCGR, nuestros resultados en hembras con desarrollo de tumor correlacionan
con estos valores hallados en pacientes con tumores neuroendocrinos
pancreaticos, donde los autores postulan que la disminucion en la expresion de
p27, y no asi de menina o p18, es la que correlaciona con un peor diagnéstico,
con indices proliferativos mas altos (Kim, Lee, Nam, Choi, & Kim, 2014).

Futuros estudios hacen falta para dilucidar los complejos mecanismos
moleculares involucrados en el desarrollo de prolactinoma en cada uno de los
modelos experimentales utilizados en esta Tesis, sin embargo, en las
diferencias encontradas, seguramente se encuentren también involucrados los
entornos hormonales diferentes que presenta cada modelo. Mientras las
hembras hCGB+ presentan con una expresién de progesterona y bioactividad
de hCG (simil LH) exacerbadas, disminuidos niveles circulantes de FSH y
niveles normales de estradiol, las hembras ko presentan niveles elevados de
FSH y disminuidos niveles de LH y son, ademas, hipoestrogénicas. Este tema
sera discutido en mayor detalle en el capitulo 3.

Siendo las activinas moléculas inhibitorias de la funcion del lactotropo, los
resultados de este segundo capitulo nos permiten postular gue una disminucion
en la expresion de activinas en hipdfisis de hembras hCGB+ y ko estaria
involucrada en el desarrollo de prolactinomas en hembras de ambos modelos

experimentales. Ademas, proponemos que la disponibilidad de activinas se
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encuentra regulada de modo diferencial en las hipofisis de hembras
transgénicas de ambos modelos experimentales, encontrandose comprometida
por unién a FST288 en hembras hCGR+ y por inhibinas en hembras ko, ambos
efectos antagdénicos que promueven una reduccion en la biodisponibilidad de
activinas en las hipofisis tumorales ambos grupos. Asimismo, nuestros
resultados sugieren que alteraciones en las vias de transduccion de sefiales
mediadas por activina junto a una desregulacion de factores moduladores del
ciclo celular podrian estar involucrados en el desarrollo de un prolactinoma en
hembras transgénicas hCGB+ y ko. Por ultimo, proponemos que las diferencias
sexuales encontradas en la expresion de los componentes del sistema
activinas e inhibinas, sugieren un efecto inhibitorio de activinas mas fuerte en
hipofisis de machos de ambos genotipos que podria estar protegiendo a este
sexo de una del desarrollo de un prolactinomas en ambos modelos

experimentales.

CONCLUSION 11

Como conclusién de este capitulo, los resultados demuestran que las
hembras de dos modelos experimentales de prolactinoma (hCGBR+ y ko)
presentan una menor expresion hipofisaria de las subunidades que conforman
a las activinas A y B concomitante a una mayor expresion de sus antagonistas
funcionales, FST288 en hembras hCGB+ e inhibinas en hembras ko. Estos
resultados indican que, en ambos modelos, el efecto inhibitorio de activinas
sobre las células lactotropas se encuentra disminuido en las hipofisis
tumorales. Postulamos que la menor expresion de activinas locales se
encuentra involucrada en el desarrollo tumoral.

Asimismo, describimos alteraciones en las vias de transduccion de sefiales
mediadas por activina junto a una desregulacién de factores moduladores del
ciclo celular que podrian estar involucradas en el desarrollo de un prolactinoma
en hembras transgénicas (hCGB+ y ko).

Por ultimo, demostramos que las hipoéfisis de machos de ambos modelos
experimentales presentan una mayor expresion de los componentes del
sistema de activina-inhibinas respecto de las hembras y, por ello, postulamos

gue una mayor expresion hipofisaria de este sistema inhibitorio en machos
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podria estar protegiendo a este sexo del desarrollo de un prolactinoma

independientemente del genotipo.

Tabla 2.2. Resumen de los resultados obtenidos para la expresidon hipofisaria de los
componentes del sistema activinas-inhibinas en ratones hCGB y Drd2” adultos de
ambos sexos y genotipos.

Modelo hCGB Drd2”
Componente | Hembras (9) M Hembras vs. Hembras (9) Hembras vs.
achos (2 vs. &) Machos (Q vs. &)

SubBA wt > hCGR+ 9<g wt > ko 9<3
SubBB wt > hCGB+ O<<d wt > ko O<<d
Suba wt = hCGR+ Q=3 wt < ko Q=3
Betaglicano wt > hCGB+ Q=3 wt < ko o>J
FST288 wt < hCGp+ Q=g wt=ko Q=g
ActRIB wt < hCGR+ >3 wt < ko >3
ActRIC wt > hCGB+ 9>>d wt < ko Q=3
ActRIIB wt > hCGB+ >>J wt=ko o>J
SMAD4 wt > hCGR+ Q<<d wt > ko Q=3
SMAD7 wt > hCGR+ Q<< wt > ko Q=Jd
Menina wt < hCGR+ Q=3 wt < ko 0>>73
Pit-1 wt < hCGR+ Q=3 wt < ko 9>>3
P18 wt < hCGR+ Q=3 wt > ko Q=3
P27 wt > hCGR+ O>>d wt > ko O=d
P15 wt < hCGR+ 9>>J3 wt > ko Q=3

Tabla 2.3. Resumen de los resultados obtenidos para la expresion ovarica de las
subunidades que componen a las inhibinas A y B en ratones hCGp y Drd2”- adultos de
ambos genotipos.

Modelo hCGB Drd2™"
Componente | Hembras (9) = Hembras ()
SubBA wt > hCGR+ wt < ko
SubpB wt > hCGR+ wt < ko
Suba wt > hCGB+ wt < ko
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Capitulo II: Sistema activinas-inhibinas hipofisario y su relacién con el
desarrollo de un prolactinoma. Diferencias sexuales

Figura 2.21. Esquema de las diferencias sexuales observadas en el sistema activinas-
inhibinas hipofisario en ratones hCGB y Drd2”-. Hembras con desarrollo de prolactinoma
(izquierda) vs. machos (derecha) de ambos genotipos. Las hipofisis de hembras
transgénicas (hCGB+ y ko) presentan una disminuida expresiéon de activinas y sus
receptores, concomitante a una mayor expresion de factores que antagonizan su
funcion. La menor expresion y funcion de este sistema inhibitorio en hipdfisis de
hembras transgénicas contribuye al desarrollo del prolactinoma en ambos modelos
experimentales. Las hipoéfisis de machos presentan mayores niveles de expresion del
sistema activinas, involucrado en la inhibicion de la funcién del lactotropo (proliferacién
celular y secrecion de prolactina), por lo tanto, los machos no desarrollan prolactinomas,
independientemente del genotipo.
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INTRODUCCION

OVARIECTOMIA: EFECTOS EN LA SINTESIS Y SECRECION DE
PRL

Como mencionamos en la introduccion general de esta tesis, la sintesis y
secrecion de prolactina por parte de las células lactotropas hipofisarias se
encuentra regulada principalmente por dopamina (DA) y estradiol (E2).
Mientras la dopamina hipotalamica regula negativamente a PRL, los
estrogenos ovaricos estimulan su produccién (Freeman et al., 2000).

Ha sido descripto que una extirpacion quirdrgica bilateral de ovarios
(ovariectomia, OVX), produce un descenso en los niveles de PRL secretada en
ratas, al mismo tiempo que reduce el nimero y tamafio de las células
lactotropas hipofisarias (De Paul, Pons, Aoki, & Torres, 1997). Este efecto es
atribuido, en parte, a la pérdida de los estrégenos circulantes que impacta de
manera directa sobre el eje hipotalamo-hipofisario. Sin estrogenos ovaricos, el
lactotropo pierde su principal factor estimulatorio, al mismo tiempo que el
hipotadlamo pierde estimulacion en la actividad de las neuronas TIDA y, por lo
tanto, disminuye la sintesis y secrecion del principal factor inhibitorio, la
dopamina (C. L. Chen & Meites, 1970);(N Ben-Jonathan & Hnasko, 2001).

Por otro lado, se ha demostrado que una ovariectomia peripuberal en ratones
de los dos modelos experimentales de prolactinoma: ratones Drd2”-y hCGp,
previene el desarrollo de una hiperplasia hipofisaria, indicando la participacién
de factores ovaricos en el desarrollo de este tipo de tumor (S. T. Hentges &
Low, 2002);(Ahtiainen et al., 2010). Mas aun, en ambos modelos
experimentales se ha probado que un reemplazo hormonal en estas hembras,
previamente ovariectomizadas, no es suficiente para restaurar la formacion del
tumor.

Estos resultados en su conjunto sugieren que en el desarrollo de una
hiperplasia hipofisaria influyen no solo los efectos de DA, E2 y P4, sino que
también esta hiperplasia podria depender de la participacion de un factor
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ovarico distinto, pero no por ello menos indispensable para la formacion del
tumor.

Como mencionamos previamente, las inhibinas son factores de crecimiento
pertenecientes a la familia TFGB cuya principal fuente de produccion son los
ovarios (Makanji et al., 2014). Se ha descripto que una disminucion en la
concentracion de inhibinas circulatorias induce importantes alteraciones en la
glandula hipdfisis, las cuales se postula, podrian estar contribuyendo al menos
en parte, al desarrollo de un prolactinoma (DePaolo, Mercado, Guo, & Ling,
1993).

ALTERACIONES EN EL EJE GONADOTROFICO: ROL DE
ACTIVINAS E INHIBINAS

La secrecion de las gonadotrofinas (FSH, LH) por parte de la hipdfisis es, en
parte, regulada por los estrégenos a lo largo del ciclo reproductivo (Levine,
1997). Existen numerosas evidencias de que los estrégenos juegan un rol
importante en la inhibicion de la secrecién de gonadotrofinas actuando sobre el
hipotalamo y la hipofisis anterior. Por su parte, la progesterona es capaz de
inhibir la expresion de la subunidad $ de LH (LHPB) y de estimular la expresion
de la subunidad B de FSH (FSHP) en los gonadotropos (Thackray, McGillivray,
& Mellon, 2006);(Thackray, Mellon, & Coss, 2010). Asimismo, ha sido descripto
gue una ovariectomia en ratones hembras resulta en un aumento en los niveles
de LH y FSH en circulacion (Wise & Ratner, 1980).

Por otro lado, GnRH promueve una sintesis y liberacién diferencial de FSH y
LH segun su amplitud y frecuencia de pulsatilidad; variaciones que pueden
correlacionarse con la estimulacion sobre la sintesis de los ARNmM
correspondientes a las subunidades FSHB y LHB de ambas hormonas
(Haisenleder, Dalkin, Ortolano, Marshall, & Shupnik, 1991);(Stamatiades &
Kaiser, 2018). Mientras que una frecuencia baja de pulsos de GnRH favorece
la expresion de FSHB y disminuye la expresion de los receptores de GnRH
(GnRHR), una frecuencia de pulsos elevados promueve un aumento en la
expresion de LHB y de GnRHR y la disminucion en la sintesis de folistatina
(FST) local hipofisaria (Wildt et al., 1981);(Dalkin, Haisenleder, Ortolano, Ellis, &
Marshall, 1989);(Kirk, Dalkin, Yasin, Haisenleder, & Marshall, 1994).

117

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo Ill: Efectos de una ovariectomia en el sistema activinas-inhibinas
hipofisario y su relacién con el desarrollo de un prolactinoma

Sin embargo, a pesar de que el rol de los E2, P4 y GnRH son de suma
importancia en la sintesis hipofisaria diferencial de las subunidades B de las
gonadotrofinas, existe un control adicional llevado a cabo por factores que son
sintetizados no so6lo en los ovarios, sino que también son producidos de

manera local en la hipdfisis: activinas, inhibinas y folistatinas. Figura 3.1.

[} INHIBIN +
(@] BETAGLYCAN

ACT-RHI

o /\O

ACT-RI

o o i s
LH O%go GnRH LH :oo GnRH

Figura 3.1. Representacion esquematica de la regulacion en la sintesis de FSHB y LHB en
el gonadotropo. Imagen tomada y modificada de (Gregory & Kaiser, 2004).

Ha sido descripto que en gonadotropos, las activinas estimulan la sintesis de
FSH por un mecanismo que involucra la via del receptor ActRIB y las proteinas
SMAD (Massague, 1998);(Liliana Attisano & Wrana, 2002). La regulacion de
activina B sobre el gonadotropo, ocurre por un mecanismo autocrino que
involucra a activina B, folistatina y FSHB (Fortin et al., 2015). Esta regulacion
autocrina produce en el gonadotropo un impacto de hasta 50 veces la
estimulacién que promueve GnRH sobre la sintesis FSHB en este tipo celular
(C. Welt et al.,, 2002);(Abel et al.,, 2014). A su vez, este mecanismo es
modulado negativamente por inhibinas de origen gonadal e hipofisario, asi
como también por la folistatina local sintetizada tanto por los gonadotropos
como por las células foliculoestrelladas de la hipdfisis (V. Roberts et al.,
1989);(Kogawa et al., 1991);(Kaiser et al., 1992).

Por otro lado, las activinas, si bien intervienen en la regulacién de la expresion
de LHB en gonadotropos, lo hacen con un menor impacto respecto de la
regulacion fuerte ejercida sobre FSHf (Attardi & Miklos, 1990);(Coss, Thackray,
Deng, & Mellon, 2005).
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ACTIVINAS E INHIBINAS EN OVX

Las regulaciones previamente mencionadas se ven alteradas frente a una
ovariectomia. Luego de la extirpacion bilateral de ovarios, la hipdfisis recibe
una mayor estimulacion de GnRH por parte del hipotdlamo debido a la falta de
inhibicion por estrogenos gonadales y, en consecuencia, la sintesis hipofisaria
de folistatina y de las subunidades a y B que conforman a las activinas e
inhibinas se ven modificadas. Tanto en ratas como en ratones hembra, una
OVX produce un aumento en el ARNm que codifica para las subunidades a y
BB en gonadotropos (Gregory & Kaiser, 2004) al mismo tiempo que se observa
en la glandula un aumento en la expresion de folistatina (DePaolo et al., 1993).
Este aumento en la sintesis de ambas subunidades se ve reflejado en una
mayor produccion de activina B que induce un aumento en la expresion de los
receptores para GnRH (GnRHR) en los gonadotropos hipofisarios (Gregory &
Kaiser, 2004);(Xia & Schneyer, 2009) promoviendo en este tipo celular un
aumento en la sintesis de los ARNm que codifican para FSHB y LHB (Gregory
& Kaiser, 2004).

En conjunto o de forma independiente las inhibinas y folistatinas modulan la
sefalizacion de activinas ya sea mediante regulacion de su biodisponibilidad
(folistatina) en MEC o regulando el acceso a su receptor (inhibina). De este
modo, la mera existencia de varios mecanismos de regulacion en la via de las
activinas argumenta fuertemente la importancia de su funcién en el control de
la fisiologia normal y patologica de los distintos tipos celulares hipofisarios,

entre ellos, el lactotropo.
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OBJETIVO Il

Sabiendo que: 1- La sintesis de activinas e inhibinas tanto hipofisarias como
ovaricas se encuentra alterada en el desarrollo de un prolactinoma; 2- Una
ovariectomia altera el eje gonadotréfico y, en consecuencia, la expresion de
activinas, inhibinas y folistatinas en hipdfisis (DePaolo et al., 1993);(Dalkin,
Haisenleder, Yasin, Gilrain, & Marshall, 1996);(Gregory & Kaiser, 2004); 3- Una
ovariectomia previene el desarrollo de un prolactinoma en ratones hembra de
dos modelos experimentales de prolactinoma: ratones hCGB y Drd2”
(Ahtiainen et al., 2010);(S. T. Hentges & Low, 2002):

Postulamos que la falta de inhibinas ovaricas en modelos OVX potencia la
accion hipofisaria de las activinas evitando el desarrollo de un prolactinoma.

Para demostrar nuestra hipotesis, nos propusimos estudiar las alteraciones
que sufre el sistema activina-inhibina hipofisario en tres modelos
experimentales de prolactinoma:
- Ratas hembra estrogenizadas (grupo DES) vs. ratas ovariectomizadas
(grupo OVX)

- Ratones hembra hCG de 6 meses de edad, intactos o previamente OVX
a los 2 meses de vida

- Ratones hembra Drd2”- de 8 meses de edad, intactos o previamente OVX

a los 2 meses de vida

OBJETIVOS ESPECIFICOS

< Estudiar la expresion de los distintos componentes del sistema activinas-
inhibinas hipofisario (subunidades a, BA y BB, receptores, antagonistas y
proteinas de unidn, efectores intracelulares) en ratas en diestro vs. DES y
OVXy en ratones hembra hCG y Drd2”- (ovariectomizados vs. control).

< Evaluar la relacion entre la expresion del sistema activinas e inhibinas y las
variaciones hormonales en hembras de ambos modelos experimentales de

ratones hCGP y Drd2” luego de una ovariectomia.
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RESULTADOS lIlI: PARTE |
SISTEMA ACTIVINAS-INHIBINAS EN RATAS DES Y OVX

DESARROLLO DE UN PROLACTINOMA

Ratas hembra Sprague Dawley adultas (60 dias) fueron divididas en tres
grupos experimentales: ratas en diestro (grupo control), ratas con
administracion subcutanea de un pellet de 20 mg del estrégeno sintético
dietilestilbestrol (grupo DES) y ratas ovariectomizadas (grupo OVX), (ver
descripcion detallada en seccion Materiales y Métodos).

Comenzamos nuestro estudio analizando por RIA los niveles de PRL sérica.
Encontramos en el grupo de ratas DES niveles de PRL sérica muy elevados
respecto del grupo control en diestro, acorde al desarrollo de un prolactinoma
inducido por tratamiento crénico con estrégenos (Phelps & Hymer,
1983);(Recouvreux et al., 2012), (Figura 3.2). Asimismo, notamos una
disminucién en los niveles séricos de PRL en el grupo de ratas OVX respecto
del grupo control, producto de la disminucion en el numero de lactotropos frente
a una OVX (De Paul et al., 1997).

Prolactina sérica

5001 d
400 A
3001
2001

100+
30T

(ng/mL)

201

Di DES OoVvX

Figura 3.2. PRL sérica medida por RIA (ng/ml) en ratas: diestro, DES y OVX. Andlisis
estadistico: ANOVA de un factor, seguido del test de Dunnet, Interaccion: p=< 0,0001; d,
p<0,0001; b, p<0,01.
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EXPRESION DE LAS SUBUNIDADES a, BAy BB

En base a lo expuesto en la introduccion de este capitulo y acorde a los
resultados presentados en el capitulo 2 de esta tesis, postulamos que una
alteracion en los componentes del sistema activinas e inhibinas se encuentran
relacionados al desarrollo de un prolactinoma. En esta parte del tercer capitulo,
nos propusimos estudiar este sistema en hipofisis de ratas hembra adultas con
desarrollo de prolactinoma (ratas DES), ratas OVX y ratas en diestro (grupo
control, Di). El tratamiento cronico con estrégenos no alterd la expresion
hipofisaria de Inhba, pero redujo significativamente la expresion de Inhbb e
Inha (Figura 3.3). Por otro lado, la OVX incrementd significativamente la
expresion hipofisaria de las subunidades pertenecientes a las activinas: Inhba e

Inhbb (Figuras 3.3A y 3.3B, respectivamente).

ARNmM Inhba ARNmM Inhbb

(u.a.)
(u.a.)

Expresion relativa
Expresidén relativa

Di DES ovX Di DES ovX

ARNmM Inha

1.57

1.0

0.5

Expresidon relativa
(u.a.)

0.0 T T
Di DES oVvX

Figura 3.3. Expresion relativa de subunidades Inhba, Inhbb e Inha evaluados por PCR
cuantitativa en tiempo real en hipéfisis de ratas: diestro, DES y OVX. Valores normalizados
a CiclofilinaB vy relativizados a hembras en diestro n=6/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de
un factor, seguido del test de Dunnet. A) Inhba. ANOVA, P<0,0001; b, p<0,01. B) Inhbb.
ANOVA, P<0,0001; b, p<0,01; c, p<0,001. C) Inha. ANOVA, p<0,0001; d, p<0,0001.
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Estos resultados podrian sugerir un potencial aumento en la sintesis de
activinas hipofisarias en ratas Sprague Dawley luego de una ovariectomia, por
un lado, debido al aumento en la expresion de Inhba y Inhbb y, por otro lado,
por una potencial disminucion en la formacion de inhibinas locales debido a la
disminucion en la sintesis de Inha. Por otro lado, el tratamiento crénico con
estrogenos disminuyd significativamente los niveles de Inhbb a Inha,
evidenciando alteraciones en el sistema activinas-inhibinas hipofisario,

inducidas durante el desarrollo de un prolactinoma en este modelo.

EXPRESION DE FST: ANTAGONISTA FUNCIONAL DE ACTIVINAS
Cuando evaluamos la expresion hipofisaria de FST, molécula que une de
forma especifica e irreversible a las activinas, limitando su disponibilidad
biologica local e interfiriendo en su mecanismo de accion (Phillips, 2001),
encontramos niveles de expresion significativamente elevados respecto de los

presentados por el grupo control (ratas en diestro, Di), Figura 3.4.

ARNmMm FST
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Expresién relativa (u.a.)

Figura 3.4. Expresion relativa de FST hipofisaria evaluados por PCR cuantitativa en
tiempo real en ratas: diestro, DES y OVX. Valores normalizados a CiclofilinaB y relativizados
a hembras en diestro n=6/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de un factor, seguido del test de
Dunnet., p<0,0001; d, p<0,0001.

EXPRESION HIPOFISARIA DE RECEPTORES DE ACTIVINAS DE
TIPO 'Y TIPO Il

A continuacién, estudiamos la expresion hipofisaria de los receptores de
activinas de tipo 1 y tipo 2: ActRIB, ActRIC, ActRIIA y ActRIIB por PCR

cuantitativa en tiempo real. En todos los casos, encontramos una disminucion
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significativa de la expresion de estos receptores en el grupo de ratas DES (con
desarrollo de prolactinoma) respecto de sus pares en diestro (Figura 3.5). Por
otro lado, el grupo de ratas OVX presenta una disminucién en la expresion
relativa del receptor de tipo 1 ActRIC y un aumento significativo en la expresion
de ambos receptores de tipo 2: ActRIIA y ActRIIB respecto de sus pares en

diestro (Figuras 3.5C y 3.5D, respectivamente).
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Figura 3.5. Expresion relativa de receptores de activinas en hipéfisis evaluados por PCR
cuantitativa en tiempo real en ratas: diestro, DES y OVX. Valores normalizados a
CiclofilinaB vy relativizados a hembras en diestro n=6/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de un
factor, seguido del test de Dunnet. A) ActRIB. ANOVA, P=0,0003; c, p<0,001. B) ActRIC.
ANOVA, P=<0,0001; d, p<0,0001. C) ActRIIA. ANOVA, p<0,0001; a, p<0,05; ¢, p<0,001. D)
ActRIIB. ANOVA, p=0,0002; a, p<0,05; b, p<0,01.

La disminucién en la expresion de ActRIIA y ActRIIB inducida por el
tratamiento estrogénico, junto a la recuperacién en la expresion observada
luego de una OVX podrian sugerir una modulacién negativa por parte de los
estrogenos sobre la expresion de los receptores de activinas de tipo 2 en

hipofisis.
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EXPRESION HIPOFISARIA DE REGULADORES DEL CRECIMIENTO
DEL LACTOTROPO Y LA SECRECION DE PRL: PIT-1 Y MENINA

Como mencionamos previamente en el capitulo 2, habia sido descripto que
las activinas regulan el crecimiento de las células lactotropas y la secrecion de
PRL mediante union al receptor de membrana ActRIB que fosforila SMADS3.
Luego pSMAD3 une a SMAD4 y menina formando un complejo que trasloca al
nacleo y regula negativamente al factor de transcripcion pit-1 (Lacerte et al.,
2004);(Hendy et al., 2005) y otros factores de transcripcion como pl8 y p27
(Hendy et al., 2005).

Al evaluar la expresion de los factores involucrados en esta via de
sefalizacion, observamos una expresion disminuida de todos los factores
mencionados en las hipdfisis provenientes del grupo DES respecto del grupo
de ratas en diestro (Figura 3.6). Por otro lado, la OVX sélo incremento la
expresion hipofisaria de SMAD4 (Figura 3.6B) y disminuyo la expresion de pl18
(Figura 3.6D) respecto del grupo control en diestro, sin inducir alteraciones en
la expresion hipofisaria de menina, pit-1 y p27.

Las variaciones de expresién observadas en esta primera parte en los grupos
DES y OVX, podrian sugerir una relacion directa de los estrogenos sobre la
expresion de las subunidades BA y BB de las activinas, asi como también sobre
los receptores de tipo 2 y SMAD4. Sin embargo, es importante destacar que
este modelo (DES) es farmacolégico, y el desarrollo de los prolactinomas en
ratas es inducido por dosis muy elevadas y crénicas de tratamiento
estrogénico, con lo cual es un modelo un poco alejado de lo que ocurre
normalmente en humanos en comparacién al modelo murino con ausencia de
receptor dopaminérgico RD2 (ratones Drd2”-), modelo ideal para el estudio de

prolactinomas resistentes a agonistas dopaminérgicos.
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Figura 3.6. Expresién relativa hipofisaria de genes reguladores de las funciones del
lactotropo y secrecion de PRL en hipofisis evaluados por PCR cuantitativa en tiempo
real en ratas: diestro, DES y OVX. Valores normalizados a CiclofilinaB y relativizados a
hembras en diestro n=6/grupo. Analisis estadistico. ANOVA de un factor, seguido del test de
Dunnet. A) Menina. ANOVA, p=0,0001; ¢, p<0,001. B) SMAD4. ANOVA, p=0,0003; b, p<0,01;
a, p<0,05. C) pit-1. ANOVA, p<0,0001; d, p<0,0001. D) p18. ANOVA, p=0,0209; a, p<0,05. E)
p27. ANOVA, p=0,0005; c, p<0,001.

Por esta razon, y ante la evidencia de que una ovariectomia previene, en
ambos modelos experimentales murinos la formacién de un prolactinoma,
decidimos analizar el sistema activinas-inhibinas en ratones hembra hCGp vy
Drd2”’- de ambos genotipos, ovariectomizados y no ovariectomizados alos 6y 8

meses de edad, respectivamente.
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RESULTADOS IlI: PARTE Il
SISTEMA ACTIVINAS-INHIBINAS EN RATONES HCGB Y DRD2"-:
EFECTOS DE UNA OVX

En esta seccion analizamos los efectos de una OVX en el peso hipofisario,
los niveles séricos hormonales, asi como también los niveles de expresion
hipofisaria de los componentes del sistema activinas-inhibinas en ratones
hembra adultos hCGB y Drd2”- de ambos genotipos ovariectomizados (OVX) y
no OVX (grupos control).

PESO HIPOFISARIO Y NIVELES SERICOS DE PRL

Como puede observarse en la Figura 3.7 y, al igual que habia sido
previamente descripto por Ahtiainen y col. (Ahtiainen et al., 2010) y Hentges y
col. (S. T. Hentges & Low, 2002), la OVX evito el desarrollo de un prolactinoma
y, por ende, el aumento de peso hipofisario (Figura 3.7A y 3.7B) y la
hiperprolactinemia (Figura 3.7C y 3.7D) en hembras transgénicas de ambos

modelos experimentales hCGB+ y ko, respectivamente.
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Figura 3.8. Peso hipofisario (A, B) y PRL sérica medida por RIA (C, D) en hembras control
y OVX. n=5/grupo. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni.
Ratones hembra hCGB de 6 meses de edad (A y C); Ratones hembra Drd2” de 8 meses de
edad (B y D). A) Interacciéon ns; a, p<0,05; *, p<0,05 hembras hCGB+ vs. hCGB+ OVX. B)
Interaccion p=0,0002; b, p<0,01; **, p<0,01 hembras ko vs. ko OVX. C) Interaccién p=0,0007; c,
p<0,001; d, p<0,0001 hembras hCGR+ vs. hCGB+ OVX. D) Interacciéon p=0,0008; d, p<0,0001;
C, p<0,001 hembras ko vs. ko OVX.

Cuando evaluamos los niveles séricos de progesterona por RIA identificamos
en ambos modelos experimentales niveles mayores de esta hormona en
ratones transgénicos hCGB+ y ko respecto de sus pares wt (Figuras 3.9A y
3.9B, respectivamente). Es importante recordar que los altos niveles de
progesterona encontrados en ratones hembra hCGB+ (ver diferencia de escala
entre modelos en graficos 3.9A y 3.9B) son producto de la luteinizacion masiva
de sus ovarios debida a la sobreexpresion de hCG en este modelo, acorde al
fenotipo descripto por Rulli y col. (Rulli et al., 2003).
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Figura 3.9. P4 sérica evaluada por RIA en hembras de grupos control. n=8/grupo. Andlisis
estadistico: test de Student. A) Ratones hembra hCG( de 6 meses de edad. p=0,0005. B)
Ratones hembra Drd2”- de 8 meses de edad. p<0,0005.

Por otro lado, el evaluar los niveles de gonadotrofinas, observamos un
incremento en los niveles séricos de FSH y LH luego de una OVX en ambos
modelos experimentales (Figura 3.10). Sin embargo, cabe destacar que el
aumento que sufren los niveles de gonadotrofinas séricas inducido por una
OVX es mucho ma&s marcado en hembras transgénicas de ambos modelos
experimentales (hCGB+ y ko), que aquel observado en hembras wt (ver
graficos anexos donde se grafica la proporcion de aumento).
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Figura 3.10. Niveles séricos de FSH y LH evaluados por RIA en hembras hCGp de 6
meses de edad (A y C) y ratones Drd2” (B y D) de 8 meses de edad, grupos control y
OVX. n=5/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni.
A) FSH. Ratones hCGB. Interaccion p<0,0001; b, p<0,01; a, p<0,05; d, p<0,0001; ****
p<0,0001 hembras hCGR+ vs. hCGB+ OVX. B) FSH. Ratones Drd2". Interaccién p=0,0004; b,
p<0,01; d, p<0,0001 hembras ko vs. ko OVX. C) LH. Ratones hCG@. Interaccion ns; a, p<0,05;
b, p<0,01; **, p<0,01 hembras hCGB+ vs. hCGB+ OVX. D) LH. Ratones Drd2". Interaccién
p=0,0045; a, p<0,05; d, p<0,0001; *, p<0,05 hembras ko vs. ko OVX.
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EXPRESION DE LAS SUBUNIDADES a, BA Y BB

Como demostramos en el capitulo 2 de esta tesis, en la Figura 3.11 podemos
observar que en el grupo control las hembras con desarrollo de prolactinomas
(hCGB+ y ko) presentan una menor expresion hipofisaria de las subunidades
BA 'y BB respecto de sus pares wt no tumorales.

Al respecto, es interesante destacar que, como se observa en las Figuras
3.11 y 3.12, la OVX promueve un aumento muy significativo en la expresion
hipofisaria de estas subunidades en ambos modelos experimentales.
Asimismo, el incremento de expresion hipofisaria, tanto de BA como de (BB
inducido por la OVX, es mucho mas pronunciado en las hembras transgénicas
(hCGB+ y ko) que en sus respectivos controles wt.

Otro factor a destacar es el hecho de que, en el modelo hCGp, el incremento
que induce la OVX sobre la expresion hipofisaria de Inhbb (Figura 3.11B) es
significativamente mayor respecto de aquel observado para Inhba (Figura
3.11A), lo cual puede evidenciarse facilmente por las diferencias de escala
presentes entre ambos graficos (ver graficos anexos a Figuras 3.11Ay 3.11B).

Respecto de la expresion hipofisaria de Inha, no encontramos ningun efecto
inducido por la OVX en el modelo de ratones hCGB (Figura 3.11C). Sin
embargo, en el modelo Drd2” encontramos que la OVX aumenta la expresion
hipofisaria de Inha en hembras wt, pero, por el contrario, la disminuye en las
hembras ko (ko OVX vs. ko intacta), Figura 3.12C.
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Figura 3.11. Expresioén hipofisaria relativa de subunidades Inhba, Inhbb e Inha evaluados
por PCR cuantitativa en tiempo real en ratones hembra hCGB OVX y no OVX. Valores
normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=6/grupo. Andlisis
estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) Inhba. Interaccién p<
0,0001; c, p<0,0001; b, p<0,001; d, p<0,00001; **** p= 0,0001 hembras hCGR+ vs. hCGR+
OVX. B) Inhbb. Interaccion p<0,0001; d, p<0,00001; c, p<0,0001; **** p= 0,0001 hembras
hCGB+ vs. hCGB+ OVX. C) Inha. Interaccion ns.
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Figura 3.12. Expresién hipofisaria relativa de subunidades Inhba, Inhbb e Inha evaluados
por PCR cuantitativa en tiempo real en ratones hembra Drd2” OVX y no OVX. Valores
normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5/grupo. Analisis
estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) Inhba. Interaccion ns; b,
p<0,01; a, p<0,05 hembras wt OVX vs. ko OVX. B) Inhbb. Interaccién ns; a, p<0,05; b, p<0,01;
* p= 0,05 hembras ko vs. ko OVX. C) Inha. Interaccion p< 0,0001; d, p<0,0001; a, p<0,05; ***,
p= 0,001 hembras ko vs. ko OVX.

EXPRESION HIPOFISARIA DE ANTAGONISTAS FUNCIONALES DE
ACTIVINAS: FST Y BETAGLICANO

Como demostramos en el capitulo 2 de esta tesis, en el modelo hCGp las
hembras con desarrollo de prolactinomas presentan una mayor expresion
hipofisaria de FST288 que sus pares wt. En las Figuras 3.13A y 3.13C
podemos observar que la OVX no altera el patrén de expresion hipofisario de

FST288 en este modelo, asi como tampoco evidenciamos alteraciones
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inducidas por la OVX en la expresion de FST288 hipofisaria en las hembras
Drd2”- (Figura 3.13B y 3.13D).
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Figura 3.13. Expresioén hipofisaria de FST288 en ratones hembra hCGB (A 'y C) y Drd2”- (B
y D) OVX y no OVX evaluados por PCR semicuantitativa. A) y B) Cuantificacion por
densitometria de la intensidad de las bandas de FST288 relativa a las de GAPDH.
Normalizados a hembra wt control. n=4/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores,
seguido del test de Bonferroni. A) Ratones hCGR. Interaccion ns. a, p<0,05. B) Ratones Drd2".
Interaccion ns. C) y D) Iméagenes representativas de las bandas en gel de agarosa 2% de
FST288 (62 pb) y para GAPDH (171 pb), utilizada como control de carga.

Respecto de la expresion de betaglicano, en ambos modelos de raton,
podemos observar que la OVX aumenta los niveles de expresion de este
correceptor en hipdfisis de hembras de ambos genotipos (Figuras 3.14A y
3.14B), siendo en proporcion, mucho mas pronunciado el aumento que induce
la OVX en las hembras hCGB+ respecto al efecto inducido en sus pares wt
(Figura 3.14A).
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Figura 3.14. Expresion relativa de betaglicano evaluada por PCR cuantitativa en tiempo
real en ratones hembra hCGB y Drd2”- OVX y no OVX. Valores normalizados a CiclofilinaB.
Resultados relativizados a hembras wt. n=5/grupo. Analisis estadistico. ANOVA de dos
factores, seguido del test de Bonferroni. A) Ratones hCGp. Interaccion p<0,0001; c, p<0,001; d,
p<0,0001; **** p<0,0001 hembras hCGp vs. hCGB+ OVX. B) Ratones Drd2". Interaccién ns; b,
p<0,01; b, p<0,01; d, p<0,0001; ***, p<0,001 hembras ko vs. ko OVX.

Hasta aqui, los resultados indican que la OVX altera la expresion hipofisaria
de las activinas, las inhibinas y sus proteinas de unidon en ambos modelos
experimentales, de modo tal que las hipdfisis de ratones hembra OVX hCGB+ y
OVX ko presentarian una mayor biodisponibilidad de activinas respecto de sus
pares control (no OVX) que ejercerian un efecto inhibitorio de activinas mas
fuerte sobre la poblacion lactotropa en estos grupos, impidiendo el desarrollo

de un prolactinoma.
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EXPRESION HIPOFISARIA DE RECEPTORES DE ACTIVINAS DE
TIPO 1Y TIPO 2

Al estudiar la expresién de los receptores de activinas en hipdfisis de ratones
hCGR, encontramos que la OVX afecta diferencialmente la expresion
hipofisaria de los mismos. A saber, la OVX indujo un fuerte aumento en la
expresion del receptor de tipo 1 ActRIB en hembras de ambos genotipos
(Figura 3.15A); sin embargo, la expresion de ActRIC se encontrd disminuida a
causa de la OVX solo en hembras wt, sin verse afectada en las hembras
hCGB+ (Figura 3.15B). Por ultimo, la OVX no alterd la expresion del receptor
de tipo 2 ActRIIB (Figura 3.15C) en hembras wt, pero si indujo un incremento
muy marcado en su expresion en las hembras hCGB+. Este hecho, junto a la
incrementada expresion de activinas luego de una OVX, podria colaborar a una
alta accion inhibitoria de las mismas sobre los lactotropos.
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Figura 3.15. Expresién hipofisaria relativa de los receptores de activinas de tipo 1y 2
evaluadas por PCR cuantitativa en tiempo real en ratones hembra hCGB OVX y no OVX.
Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5/grupo. Analisis
estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) ActRIB. Interaccién
p<0,0001; a, p<0,05; d, p<0,0001; **** p<0,0001 hembras hCGf vs. hCGB+ OVX. B) ActRIC.
Interaccion p<0,0001; d, p<0,0001. C) ActRIIB. Interaccion p=0,0074; b, p<0,01; c, p<0,001
hembras hCGp vs. hCGB+ OVX.
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Para asegurarnos una posible accién incrementada, post-OVX, de las
activinas sobre la funcidén lactotropa, analizamos por microscopia confocal y
doble inmunomarcacion la continuidad, ain después de la OVX, la co-
localizacion del receptor ActRIB con PRL en los diferentes grupos. Como
podemos ver en la Figura 3.16, ActRIB co-localiza con PRL en hipofisis de
todos los grupos experimentales estudiados. Si bien no realizamos un analisis

cuantitativo, podemos asegurar que este receptor se expresa en lactotropos

aun luego de realizada la OVX.

Activin RIB PRL Merge
7

Hembra WT

Hembra WT OVX HembrahCGp+

Hembra hCGB+ OVX

Figura 3.16. Identificacion y co-localizacién de ActRIB con la hormona hipofisaria PRL en
cortes de hipofisis de ratones hCGB control (no OVX) y OVX analizada por doble
inmunofluorescencia indirecta. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las flechas blancas
indican lactotropos (PRL) expresando ActRIB. Las imagenes fueron tomadas con aumento
40X. La longitud de la barra representa 20um.
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También analizamos los efectos de una OVX sobre la expresion de
receptores de activinas en el otro modelo experimental (hembras Drd2”) y
observamos que la OVX no modificé la expresion hipofisaria de los receptores
de tipo 1: ActRIB y ActRIC (Figuras 3.17A y 3.17B, respectivamente), mientras
que produjo una disminucién en la expresion del receptor de tipo 2 ActRIIB en
hipdfisis de hembras ko OVX respecto de sus pares control (ko no OVX) como

puede observarse en la Figura 3.17C.
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Figura 3.17. Expresién hipofisaria relativa de los receptores de activinas de tipo 1y 2
evaluadas por PCR cuantitativa en tiempo real en ratones hembra Drd2” OVX y no OVX.
Valores normalizados a CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5/grupo. Analisis
estadistico: ANOVA de dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) ActRIB. Interaccion ns;
d, p<0,0001. B) ActRIC. Interaccién ns; a, p<0,05; c, p<0,001. C) ActRIIB. Interaccion ns; a,
p<0,05 hembras ko vs. ko OVX.

138

Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


sandra.santilli
Máquina de escribir
Repositorio Institucional Digital de Acceso Abierto, Universidad Nacional de Quilmes


Capitulo Ill: Efectos de una ovariectomia en el sistema activinas-inhibinas
hipofisario y su relacién con el desarrollo de un prolactinoma

EXPRESION HIPOFISARIA DE REGULADORES DE LA FUNCION
DEL LACTOTROPO: PIT-1 Y MENINA

Al evaluar la expresion del factor de transcripcion pit-1, encontramos que la
OVX provoc6 en ambos modelos experimentales una disminucién en la
expresion hipofisaria de este factor s6lo en hembras transgénicas (hCGp+ y ko)
respecto de sus pares control no OVX (Figura 3.18B), concomitante a la
inhibicién del desarrollo tumoral, de la proliferacién celular lactotropa y de la
secrecion de PRL inducida por la OVX en estos grupos.
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Figura 3.18. Expresidon hipofisaria relativa de pit-1 evaluada por PCR cuantitativa en
tiempo real en ratones hembra hCGB y Drd2”- OVX y no OVX. Valores normalizados a
CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de
dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) Ratones hCGR. Interaccién p=0,0002; d,
p<0,0001; c, p<0,001 hembras hCGR+ vs. hCGB+ OVX. B) Ratones Drd2”. Interaccién
p=0.0005; a, p<0,05; ¢, p<0,001 hembras ko vs. ko OVX.

Cuando analizamos el impacto de la OVX sobre los diferentes componentes
de la via de sefalizacion descripta para las activinas en lactotropos
observamos nuevamente, y tal como menciondbamos en el capitulo 2, que las
alteraciones fueron modelo-especificas.

En las hembras del modelo hCGB observamos que una OVX promueve un
aumento en la expresion de todos los componentes de la via (Figura 3.19),
sugiriendo una accién aumentada de la via inhibitoria de activinas luego de una
OVX. Asimismo, entre todos los genes analizados, la expresion hipofisaria de
p27 en hembras transgénicas hCGB+ fue la que, en proporcion, tuvo un
incremento mas pronunciado luego de la OVX (Figura 3.19E). Es decir, en este

modelo, la OVX recupera la expresion de genes intimamente involucrados en la
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inhibicion del ciclo celular, impactando negativamente en la tasa proliferativa
hipofisiaria de hembras hCGp+, hecho que muy probablemente se encuentra
involucrado en la inhibicion del desarrollo tumoral luego de una OVX, en este
modelo, independientemente del genotipo.
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Figura 3.19. Expresion hipofisaria relativa de los componentes involucrados en la via de
sefializacidn propuesta para las activinas en el lactotropo evaluada por PCR cuantitativa
en tiempo real en ratones hembra hCGB OVX y no OVX. Valores normalizados a
CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de
dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) Menina. Interaccion ns; a, p<0,05; ¢, p<0,001;
b, p<0,01; d, p<0,0001 hembras hCGB vs. hCGB+ OVX. B) SMADA4. Interaccion ns; a, p<0,05;
¢, p<0,001; b, p<0,01; d, p<0,0001 hembras hCGR vs. hCGB+ OVX. C) pl5. Interaccién ns; a,
p<0,05; b, p<0,01; *, p<0,05 hembras hCGB vs. hCGB+ OVX. D) p18. Interaccioén ns; a, p<0,05;
b, p<0,01; d, p<0,0001; c, p<0,001 hembras hCGB vs. hCGBR+ OVX. E) p27. Interaccion
p=0,0003; c, p<0,001; a, p<0,05; b, p<0,01; d, p<0,0001 hembras hCGf vs. hCGB+ OVX.
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Por el contrario, cuando evaluamos el efecto de una OVX sobre esta via de
sefalizacién en ratones hembra Drd2” (Figura 3.20) observamos que, en
general e inesperadamente, la OVX produjo una disminucion en los niveles de
expresion hipofisaria de todos los componentes evaluados en hipofisis de
hembras ko respecto de la expresion observada en sus pares ko control (ko no
OVX).
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Figura 3.20. Expresion hipofisaria relativa de los componentes involucrados en la via de
sefializacién propuesta para las activinas en el lactotropo evaluada por PCR cuantitativa
en tiempo real en ratones hembra Drd2” OVX y no OVX. Valores normalizados a
CiclofilinaB. Resultados relativizados a hembras wt. n=5/grupo. Analisis estadistico: ANOVA de
dos factores, seguido del test de Bonferroni. A) Menina. Interaccion ns; a, p<0,05; *, p<0,05
hembras ko vs. ko OVX. B) SMADA4. Interaccién p=0,0015; b, p<0,01; **, p<0,01 hembras ko
vs. ko OVX. C) p15. Interaccién p=0,0239; a, p<0,05. D) p18. Interaccién p=0,0253; b, p<0,01
hembras ko vs. ko OVX. E) p27. Interaccion p=0,0113; b, p<0,01; a, p<0,05 hembras ko vs. ko
OVX.
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Como menciondbamos en el capitulo Il, en general se observa que las
hipofisis tumorales de las hembras Drd2” presentan valores incrementados de
expresion de supresores tumorales como menina, SMAD4, p27, pl18, pl5, a
pesar del desarrollo de prolactinoma. En concordancia, estos nuevos
resultados sugieren que esta via de sefalizacion no seria la responsable, en
este modelo, del desarrollo tumoral presente en hembras ko vy, por
consiguiente, de la inhibicion que induce la OVX sobre el desarrollo tumoral en
este modelo. Sin embargo, no descartamos una posible accion inhibitoria de las
activinas aumentadas post-OVX, por otra via alternativa que no involucre

menina.

DISCUSION 11

En el capitulo 2 de la presente Tesis hemos postulado que, en dos modelos
experimentales de prolactinoma: ratones hCGB y ratones Drd2”, la menor
expresion hipofisaria de activinas en hembras transgénicas hCGB+ y ko estaria
involucrada en el desarrollo tumoral en edad adulta. Asimismo, postulamos que
la disponibilidad de activinas se encuentra regulada de modo diferencial en
estos modelos, encontrandose comprometida por union a FST288 en hembras
hCGR+ y por antagonismo de inhibinas en hembras ko.

Con estos antecedentes y dado que trabajos previos demostraron que una
ovariectomia (OVX) a los 2 meses de edad previene el desarrollo de un
prolactinoma en hembras transgénicas hCGB+ y ko en edad adulta (Ahtiainen
et al.,, 2010);(S. T. Hentges & Low, 2002), nos propusimos en este tercer
capitulo estudiar los efectos de una ovariectomia sobre el sistema activinas-
inhibinas hipofisario en tres modelos animales: ratas Sprague Dawley, ratones
hCGB y Drd2"-.

Como mencionamos previamente, existe una estrecha relacién entre el perfil
hormonal y la sintesis de activinas e inhibinas. Por ello, analizamos en ratones
hCGB y Drd2" los valores séricos de progesterona y gonadotrofinas en ratones
hembra de grupos control (no OVX) y OVX de ambos genotipos. Evidenciamos
similitudes en el perfil hormonal de ambos modelos animales, con niveles

séricos de progesterona elevados y disminuidos niveles de LH en circulacion
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en hembras transgénicas con desarrollo de prolactinoma (hCGB+ y ko)
respecto de sus pares wt. Sin embargo, observamos un comportamiento
distinto en los niveles de FSH presentados por estos grupos, encontrando
niveles disminuidos en hembras hCGB+ y elevados en hembras ko respecto de
sus pares wt, acorde a lo reportado para ambos modelos animales por Rulli y
col. y Kelly y col., respectivamente (Rulli et al., 2002);(Kelly et al., 1997).

Las diferencias encontradas entre los modelos respecto a los niveles séricos
de FSH podrian deberse, entre otros factores, a las diferencias que presentan
estos animales en los niveles circulantes de estrogenos, dado que ha sido
reportado que mientras las hembras hCGB+ presentan niveles fisiologicos de
estradiol (Rulli et al., 2002), las hembras ko son hipoestrogénicas respecto de
sus pares wt (Kelly et al., 1997), presentando por ello, una menor inhibicion
hipotadlamo-hipofisaria por parte del esteroide sobre la sintesis de FSH
(Thackray et al., 2006);(Thackray et al., 2010). Asimismo, observamos tal y
como ha sido bien descripto en bibliografia, que la OVX indujo un aumento en
los niveles séricos de gonadotrofinas en hembras de ambos genotipos en
ambos modelos experimentales.

Con los perfiles hormonales estudiados, nos enfocamos a analizar el impacto
de una OVX sobre la expresién hipofisaria de las subunidades que conforman a
activinas e inhibinas.

Previamente habiamos observado que la expresion de las activinas
(inhibidoras de la funcién lactotropa) se encuentra significativamente reducida
en los tres modelos experimentales de prolactinoma, hecho que podria estar
relacionado al desarrollo tumoral. En este capitulo demostramos que, en los 3
modelos estudiados, una OVX incrementa muy significativamente la expresion
de activinas hipofisarias.

Observamos que una OVX peripuberal en ratones transgénicas de ambos
modelos experimentales previene la disminucion en los niveles de expresion
hipofisarios de las subunidades BA y BB propios del genotipo tumoral
(prolactinomas de hembras hCGB+ y ko). M&s aun, postulamos que los niveles
elevados de activinas hipofisarias continuados hasta la edad adulta, estarian
relacionados a la falta de desarrollo tumoral que se observa en las hembras

transgénicas hCGB+ y ko, previamente OVX.
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Por otro lado, evidenciamos que la OVX previene el fuerte incremento de
expresion hipofisaria del factor de transcripcion pit-1, concomitante con el freno
a los altos indices proliferativos de lactotropos (caracteristicos de prolactinomas
en hembras transgénicas de ambos modelos), resultados que demuestran la
recuperacion en el control proliferativo y funcional de este tipo celular.

En todos los casos, este aumento en la sintesis hipofisaria de activinas podria
ser atribuido, en parte, a la pérdida de la regulacion negativa ejercida por
esteroides gonadales (estradiol y progesterona), tanto a nivel hipotalamico
como hipofisario luego de una OVX, lo cual resulta en una mayor liberacion
hipotalamica de GnRH al sistema portal estimulando, en hipdfisis, la produccién
de ambas subunidades BA y BB, tal como habia sido reportado previamente
por otros autores (Wise & Ratner, 1980);(Gregory & Kaiser, 2004). Sin
embargo, es importante recordar que frente a una OVX también se pierden las
inhibinas gonadales, fundamentales para contrarrestar la accién de activinas
hipofisarias. De modo tal que, luego de una OVX, la accion inhibitoria de
activinas se encuentra significativamente potenciada, evitando el desarrollo de
un prolactinoma en estos animales, en forma independiente del genotipo.

Es importante mencionar que en ratones hCGB+ el marcado aumento en la
sintesis de subunidad BB post-OVX, respecto de la observada para A, podria
estar, a su vez, relacionado al concomitante aumento exacerbado en la
produccion de FSH que se produce en estos animales, dado que ha sido
reportado que la sintesis de subunidad BB en gonadotropos se encuentra
intimamente relacionada a esta gonadotrofina, encontrdndose ambas
involucradas en un mecanismo de retroalimentacion positiva especifico de este
tipo celular (C. Welt et al., 2002);(Fortin et al., 2015).

Respecto de la subunidad alfa (Inha), en los modelos de rata y ratones ko
observamos que la OVX disminuye la expresion de Inha en hipofisis. Esta
disminucion, particularmente en ratones ko, implica un déficit de inhibinas
locales, sumado a falta de inhibinas gonadales, hecho que proporciona una
falta de antagonismo a las aumentadas activinas, facilitando su efecto
inhibitorio sobre el lactotropo. Por el contrario, la expresién de Inha no se vio
alterada por la OVX en hipofisis de ratones hCGp; sin embargo, el exacerbado

incremento en la sintesis de activinas hipofisarias observada post-OVX en este
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modelo, sobre todo de la subunidad BB, resulta suficiente para contrarrestar el
desarrollo tumoral en las hembras hCG+.

Respecto a otros componentes del sistema, observamos que la OVX
promueve un aumento en la expresion hipofisaria de betaglicano y, en el
modelo de rata hembra, un marcado aumento en la sintesis hipofisaria de FST,
ambos hechos que podrian estar relacionados con un intento de contrarrestar,
al menos parcialmente, la exacerbada accion inhibitoria de las activinas.

Hasta aqui, encontramos que la OVX recupera el efecto inhibitorio de
activinas sobre el lactotropo en hipdfisis de ratones hembra hCGB+ y ko, efecto
que podria estar protegiendo a estos animales del desarrollo de un
prolactinoma en edad adulta. Ademas, particularmente en ratones hCGB+, el
aumento exacerbado en la expresion hipofisaria de las subunidades 3 en
hipdfisis luego de la OVX pareceria tener un rol crucial en la recuperacion de la
funcién inhibitoria de activinas en hipdfisis, mientras que, los resultados
obtenidos en ratones ko, indicarian que la recuperacién del efecto inhibitorio de
activinas, luego de una OVX, se deberia a un mecanismo dual dado por un
aumento en la expresion hipofisaria de activinas, potenciado por una
disminucioén en la sintesis local de inhibinas.

Respecto al efecto de la OVX sobre los receptores de activinas, los resultados
observados fueron nuevamente modelo-dependientes. En ratones hCGB+ la
OVX indujo un muy significativo aumento en la expresion de los receptores tipo
1 y tipo 2 de activinas (ActRIB y ActRIIB). Este hecho favorece la recuperacion
de la accidon de activinas tanto sobre el eje gonadotréfico, como sobre la
funcion de los lactotropos (Suszko & Woodruff, 2006). Es asi como
demostramos con doble inmunomarcacion y analisis por microscopia confocal,
la presencia de ActRIB en lactotropos en todos los grupos analizados (intactos
y OVX). Este aumento observado de expresion de activinas y de sus
receptores luego de una OVX en el modelo hCGp, se vio acompafiado también
por un fuerte incremento en la expresion de los supresores tumorales (menina,
SMADA4, pl18, p27) relacionados a la inhibicion de la funcion lactotropa mediada
por activinas, sugiriendo la participacion de esta via en la inhibicion del

desarrollo del prolactinoma en la hembras hCGp OVX.
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Por el contrario, los resultados observados en el modelo de hembras Drd2”
fueron diferentes. La OVX no tuvo impacto, en la expresion hipofisaria de los
receptores de tipo 1, y produjo una inhibicion en la expresion del receptor tipo 2
(ActRIIB) y de los supresores tumorales: menina, SMAD4, pl8 y p27,
sugiriendo que la inhibicion del desarrollo tumoral inducido por la OVX no

estaria mediada por esta via de sefializacion en este modelo.

Las diferencias observadas entre ambos modelos de ratdén nos resultaron de
gran interés y futuros estudios haran falta para dilucidar los complejos
mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de prolactinoma en
cada uno de los modelos experimentales utilizados en esta Tesis.

Los resultados obtenidos en el presente capitulo demuestran que, luego de
una OVX, no solo se ven modificados los niveles de estrégenos y progesterona
circulantes, sino que también se modifica fuertemente la expresion hipofisaria
del sistema activinas-inhibinas, posicionando de este modo a las activinas
como un importante sistema inhibitorio de la proliferacién del lactotropo, asi
como también de la sintesis y secrecion de PRL.

CONCLUSION I11

Como conclusion de este capitulo, los resultados demuestran que la OVX,
ademas de modificar los niveles de estrégenos y progesterona circulantes,
altera profundamente la expresién hipofisaria del sistema activinas-inhibinas en
los tres modelos experimentales utilizados.

En los modelos experimentales de hCGB y Drd2”, la ausencia de inhibinas
gonadales post-OVX promueve una recuperacion de los niveles de expresién
hipofisarios de activinas en hembras transgénicas hCGB+ y ko, (sistema
inhibitorio de la funcion del lactotropo) evitando el desarrollo tumoral,
independientemente del genotipo.

Por otro lado, en ratones hCGR+ OVX evidenciamos un fuerte incremento en
la expresion de los supresores tumorales (menina, SMAD4, pl8, p27)
relacionados a la inhibicion de la funcion lactotropa mediada por activinas,
sugiriendo la participacion de esta via en la inhibicion del desarrollo del

prolactinoma en la hembras hCGp OVX.
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Tabla 3.1. Resumen de los resultados obtenidos al evaluar la expresiéon hipofisaria de los
componentes del sistema activinas-inhibinas en ratones hembra hCGB+ y ko adultos

intactos (no OVX) y OVX.

Modelo hCGB Drd2”"
Componente | hCGB+ vs. hCGB+ OVX | ko vs. ko OVX

SubBA hCGR+ << hCGB+ OVX ko < ko OVX
SubpB hCGR+ << hCGB+ OVX ko < ko OVX
Suba hCGR+ = hCGB+ OVX ko > ko OVX
Betaglicano hCGB+ << hCGB+ OVX ko < ko OVX
FST288 hCGB+ = hCGp+ OVX ko=ko OVX
ActRIB hCGR+ << hCGB+ OVX ko=ko OVX
ActRIC hCGB+ = hCGp+ OVX ko > ko OVX
ActRIIB hCGB+ < hCGB+ OVX ko=ko OVX
SMAD4 hCGR+ < hCGR+ OVX ko > ko OVX
Menina hCGB+ < hCGB+ OVX ko > ko OVX
Pit-1 hCGR+ > hCGp+ OVX ko > ko OVX
P18 hCGR+ < hCGR+ OVX ko > ko OVX
p27 hCGB+ < hCGB+ OVX ko > ko OVX
P15 hCGB+ < hCGB+ OVX ko=ko OVX

Figura 3.21. Esquema de la expresion en hipoéfisis del sistema activinas-inhibinas en
ratones hembra transgénicos hCGp+ y ko intactos (no OVX) y OVX. Hembras hCGB+ y ko
intactas (no OVX) con desarrollo de prolactinoma (izquierda) vs. hCGB+ OVX y ko OVX
(derecha) con hipdfisis no tumoral. Las hipéfisis de hembras transgénicas intactas (hCGR+ y
ko) presentan una disminuida expresion de activinas y sus receptores, concomitante a una
mayor expresion de factores que antagonizan su funcién. La menor expresién y funcién de este
sistema inhibitorio en hipdéfisis de hembras transgénicas contribuye al desarrollo del
prolactinoma en ambos modelos experimentales. Las hipéfisis de hembras transgénicas OVX
presentan mayores niveles de expresion del sistema activinas, involucrado en la inhibicion de la
funcion del lactotropo (proliferacion celular y secrecién de prolactina), por lo tanto, la OVX
impide el desarrollo de un prolactinoma.
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Los prolactinomas son los tumores hipofisarios mas frecuentes en humanos y
su incidencia difiere entre ambos sexos, afectando en mayor medida a mujeres
en edad reproductiva, siendo esta diferencia posteriormente equiparada entre
ambos sexos recién a partir de la cuarta y quinta década de vida. Los objetivos
principales de los tratamientos ante la aparicion de un prolactinoma son
normalizar la prolactina, restaurar la fertilidad y reducir el tamafio del tumor. Si
bien, en general, estos tumores responden bien a la terapia farmacolédgica con
agonistas dopaminérgicos del RD2, hay pacientes que exhiben resistencia a
estos farmacos y deben someterse a cirugia transeptoesfenoidal, un
procedimiento de elevado riesgo y costo econdémico asociado. Por ello, es
necesario encontrar terapias meédicas alternativas para estos pacientes con
prolactinomas resistentes, es decir, es necesario encontrar otros sistemas
inhibitorios de la funcién del lactotropo como nuevos blancos terapéuticos.

Dado que alteraciones en la expresion de diversos factores de crecimiento, o
de sus receptores, afectan la diferenciacién y proliferacién del lactotropo
favoreciendo el desarrollo tumoral, estudiamos a lo largo de esta Tesis la
participacion de dos sistemas inhibitorios de la proliferacion del lactotropo, la
sintesis y secrecion de PRL: TGFB1 y activinas.

Nuestro estudio, combinando la utilizacién de tres modelos experimentales de
prolactinomas, uno por ausencia de control dopaminérgico, otro por exceso
hormona hCG circulante y un altimo modelo con exceso de estimulacion
estrogénica, nos permitidé profundizar el conocimiento sobre el rol que tienen
estos sistemas inhibitorios en el desarrollo de un prolactinoma, asi como
también su participacion en las diferencias sexuales encontradas en la
aparicion de este fenotipo, diferencias similares a las encontradas en la clinica.

Los principales resultados aportados por este trabajo se resumen a

continuacion:

+» Demostramos que la expresion hipofisaria disminuida del sistema TGF(31 se
encuentra involucrada en el desarrollo de un prolactinoma en hembras
hCGB+.
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Conclusién final

%+ Comprobamos que la recuperacion de los niveles hipofisarios de TGFp1
activo en hembras hCGB+ contrarresta el desarrollo tumoral y normaliza los
niveles de PRL sérica.

% Describimos importantes diferencias sexuales en los sistemas inhibitorios
de TGFB1 y activinas en hipdfisis de ratones hCGB y Drd2”, encontrandose
ambos mayormente expresados en hipofisis de machos respecto de las
hembras y, por ello, postulamos que la presencia de sistemas inhibitorios
mas fuertes en hipofisis de machos podria estar protegiendo a este sexo del
desarrollo de un prolactinoma en ambos modelos experimentales.

« Demostramos que el efecto inhibitorio de activinas sobre las células
lactotropas se encuentra disminuido en hembras con desarrollo de
prolactinomas (hCGB+ y ko), evento evidenciado por una menor expresion
de las subunidades que conforman a las activinas A y B, asi como también
en la mayor expresion de sus antagonistas funcionales, FST288 en
hembras hCGB+ e inhibinas en hembras ko.

< En ratones hembra hCGB y Drd2”- describimos alteraciones en las vias de
transduccion de sefiales mediadas por activina junto a una desregulacion de
factores moduladores del ciclo celular que podrian estar involucradas en el
desarrollo de un prolactinoma en hembras transgénicas (hCGp+ y ko).

% Demostramos que la OVX, ademas de modificar los niveles de estrégenos y
progesterona circulantes, altera profundamente la expresion hipofisaria del
sistema activinas-inhibinas en los tres modelos experimentales utilizados.
La ausencia de inhibinas gonadales post-OVX promueve, en ratones hCGf
y Drd2”-, una mayor expresion activinas (sistema inhibitorio de la funcién del
lactotropo) en hipdfisis de hembras transgénicas evitando el desarrollo

tumoral, independientemente del genotipo.

Los resultados presentados en esta tesis nos permiten, en su conjunto,
evidenciar el rol crucial que tienen TGFB1 y activinas en el desarrollo de
un prolactinoma y postular, de este modo, a ambos sistemas como un
potenciales blancos terapéuticos para el tratamiento de prolactinomas

resistentes aterapias convencionales.
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