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Abreviaturas y simbolos

Grupos experimentales estudiados

COP: copula

d5G: dia 5 de gestacion

d15G: dia 15 de gestacion

AT: a término de la gestacion

d1L: dia 1 de lactancia o lactancia temprana

d4L: dia 4 de lactancia o lactancia activa

Unidades, reactivos, células y moléculas
°C: grados centigrados

pg/ml: microgramos/mililitro

ACTH: adrenocorticotrofina

ADN: acido desoxirribonucleico

AP: adenoparénquima

ASC: adult stem cells

BrdU: bromodeoxiuridina

SC: stem cells

CFE: células foliculo estrelladas

CS/P: células stem /progenitoras

DAB: diaminobencidina

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

dpc: dias post coito

E2: estradiol

EGF: Factor de crecimiento epidérmico
ESC: embryonic stem cells

FGF2: factor de crecimiento fibroblastico basico

FICT: isotiocianato de fluoresceina



FSH: hormona foliculo estimulante

g: gramo

GFAP: proteina gliofibrilar acida

GPI: glicosil-fosfatidil-inositol

h: hora

H202: perdxido de hidrégeno

ICQU: inmunocitoquimica ultraestructural
IgG: inmunoglobulina G

kDa: kilodalton

LH: hormona leutinizante

M: molaridad

MEC: matriz extracelular

min: minutos

mM: milimolar

ng/ml: nanogramos/mililitro

nm: nanometros

nM: nanomolar

PBS: solucidn salina taponada con fosfato
PBS-BSA: solucion salina taponada con fosfato- albimina bovina
pM: picomolar

PRL: prolactina

RER: reticulo endoplasmico rugoso

TSH: tirotrofina

TA: temperatura ambiente

Tuj-1: B-tubulina clase III

ZM: zona marginal






Resumen

La presencia de células stem (SC) ha sido demostrada principalmente en 6érganos con alta
renovacion celular y capacidad de regeneracidn, tales como la piel, intestino y médula
6sea. Sin embargo, actualmente, han sido descriptos nichos de SC especializados en tejidos
con bajo potencial de renovacion o regeneracion, tales como musculo, corazon, cerebro y
la glandula hipofisaria, entre otros. La poblacion de células adenohipofisarias manifiesta
adaptaciones dinamicas en respuesta a fluctuaciones hormonales producidas en
diferentes estados reproductivos tales como pubertad, gestacion y lactancia, llevando a
hipotetizar que la plasticidad que exhibe la glandula en situaciones fisioldgicas, podria
deberse al reclutamiento y diferenciacién de células stem/progenitoras (CS/P). Sin

embargo, exactamente cdmo y cudndo ocurre este proceso ain permanece sin dilucidar.

En el presente trabajo nos propusimos identificar las CS/P en hipdfisis adultas,
demostrandose la localizacion topografica de células con caracteristicas embrionarias en
la zona marginal (ZM) e identificando a nivel ultraestructural, la expresién de marcadores
asociados al fenotipo de células indiferenciadas como es el caso del receptor de
membrana GFRaZ2, los factores de transcripcion, Sox2, Oct-4 y para células progenitoras,
Sox9. Completando la caracterizacion del nicho de CS/P en la hipéfisis, se identificaron
células de fenotipo mesenquimal, positivas para Nestin y Vimentina. Para completar la
caracterizacion morfoldgica y funcional de las SC, las mismas fueron aisladas in vitro como
estructuras esféricas, denominadas “pituesferas” a partir de cultivos hipofisarios de ratas
adultas. Las células que componen los esferoides presentaron expresion de GFRa2, Oct-4,
Sox2 y Sox9. Luego se realizo el ensayo de auto-renovacion el cual revel6 que una unica
célula origina un esferoide completo y que ademas, mantenidas en medios especificos
fueron capaces de diferenciarse a células PRL+ y otras con fenotipo similar al neuronal,
Tuj-1+y GFAP+. Estos resultados demostraron la capacidad de las SC de formar esferoides
en cultivo y de diferenciarse a distintos linajes celulares, lo cual indica el grado de

pluripotencialidad de esta poblacion de células hipofisarias.

El ciclo estral, la gestacion y lactancia, representan modelos fisiolégicos adecuados para
analizar la contribucién de la poblacién de SC en la generacién de poblaciones celulares

con diferente grado de diferenciacién para finalmente suplir el requerimiento de nuevas



células endocrinas maduras. Para esclarecer este mecanismo, nos propusimos evaluar
posibles fluctuaciones de los marcadores de CS/P en los modelos antes mencionados. Los
resultados obtenidos mostraron una up-regulacién de los marcadores de células
indiferenciadas (GFRa2, Sox2 y Oct-4) al término de la gestacion en ZM, mientras que Sox9
(marcador de células progenitoras) incrementd significativamente a mitad de la gestacion
y en lactancia activa. En relacién al marcador de células comprometidas con un linaje
celular, Pit-1, se detect6 un aumento en el adenoparénquima (AP) al comienzo de la

lactancia.

En los estados reproductivos gestacion y lactancia, se evalué ademas, la proliferacion de
células localizadas en ZM y AP, mediante la incorporacion de BrdU. En ZM se observo un
mayor numero de células proliferantes al término de la gestacién, disminuyendo en
lactancia activa. Sin embargo, en AP se cuantificé un incremento de células BrdU+ en
lactancia temprana, seguido por una disminucion en lactancia activa. Mediante ensayos
de inmunofluorescencia se observaron células BrdU+ que expresaron GFRa2 en ZM 6

Sox9 en AP a término de la gestacion y en lactancia temprana, respectivamente.

Los hallazgos obtenidos permitieron identificar y caracterizar las SC en hip6fisis adulta y
la localizacion del nicho en la zona marginal. Ademas, las fluctuaciones observadas en los
marcadores especificos de CS/P en forma conjunta con los indices de proliferacién
cuantificados en ZM y AP, sugieren una expansion del nicho en hipoéfisis de ratas al
término de la gestacion e inicio de la lactancia, contribuyendo al origen de poblaciones de

células productoras de hormonas y a la plasticidad hipofisaria.
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Definicion y caracteristicas generales de las células madre o “stem cells

Los primeros usos de la palabra célula madre o “stem cell” (SC) se registraron a finales del
siglo XIX, en el contexto de preguntas fundamentales de la Embriologia como la
continuidad del plasma germinal y el origen del sistema hematopoyético [1]. La
demostracion de la existencia de células madre hematopoyéticas [2-5] estableci6 a estas
células como SC prototipo, es decir células capaces de proliferar casi indefinidamente
(auto-renovacién) y de dar lugar a células especializadas (diferenciacion). Utilizando esta
definicion, actualmente, es posible identificar SC en otros tejidos tales como el sistema
nervioso central [6-8], intestino [9], piel [10], higado [11], hueso, cartilago [12, 13] y ojo
[14]. En estos sistemas, las SC se consideran células claves para estimular la renovaciéon y
regeneracion de los tejidos en el individuo adulto. Por lo tanto, ampliar el conocimiento
de la biologia de las mismas, especificamente sobre los mecanismos moleculares y
celulares involucrados en los procesos de auto-renovacidon y diferenciacion seria
imprescindible para su uso en medicina regenerativa e ingenieria de tejidos, permitiendo
que las SC sean utilizadas como estrategias terapéuticas especificas. Desde el afio 2005
esta area de estudio, se ha convertido en una tematica prioritaria desarrollada en el

ambito de la investigacién basica y su traslado a la salud publica.

En la bibliografia actual existen varios criterios para clasificar a las SC, siendo uno de los
mas importantes el que las define en base a su potencial de diferenciacién. Tomando en

cuenta este criterio se definen cuatro tipos de SC (Figura 1):

- Totipotenciales: célula capaz de crecer y formar un organismo completo donde se

incluyen los componentes embrionarios, como las tres capas embrionarias
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(ectodermo, mesodermo y endodermo), los tejidos que generaran el saco vitelino
y los componentes extraembrionarios, como la placenta. Aun asi, muchos autores

consideran que la Unica célula totipotente es el zigoto.

- Pluripotenciales: pueden dar origen a células progenitoras que formaran
cualquiera de las tres capas germinales: ectodermo, mesodermo y endodermo;
pero, para incluirse dentro de esta categoria, una tnica célula debe ser capaz de
diferenciase en progenitores especializados destinados a cualquier capa

embrionaria. Este tipo de células no pueden formar un organismo completo.

- Multipotenciales: solo pueden generar células hijas que se diferencian a lo largo
de una Unica linea celular. Por ejemplo, una célula madre sanguinea sera capaz de
originar de manera exclusiva diferentes tipos celulares hematicos maduros y

funcionales.

- Unipotenciales: célula capaz de dar lugar uUnicamente a un tipo de célula

particular.

Otra forma de clasificar a las SC es la que toma como eje un punto de vista ontogénico:

- SC embrionarias: la célula stem embrionaria (Embryonic Stem Cell, ESC) por
excelencia es el zigoto [15]. El zigoto es totipotente, es decir puede dar lugar a
todas las células del feto y la placenta. Conforme se desarrolla el embridn, sus
células van perdiendo esta propiedad en forma progresiva, llegando a la fase de
blastocisto que contiene células pluripotentes en la masa celular interna de las

cuales derivan las ESC, capaces de diferenciarse a cualquier tipo embrionario. A
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medida que avanza el desarrollo ontogénico se forman diferentes poblaciones de

SC con una potencialidad cada vez mas restringida de originar tejidos.

SC adultas: en un individuo adulto se conocen distintos tipos de células stem
adultas (Adult Stem Cells, ASC). Son células indiferenciadas que pueden estar
presentes en tejidos diferenciados con propiedades de auto-renovacién [16]. Han
sido descritas en diferentes 6rganos como la piel, la médula ésea, el higado, el
intestino y el cerebro. Diversos estudios han sugerido que son muy versatiles y

tienen la capacidad de diferenciarse en distintos tipos celulares.

SC pluripotentes inducidas (Induced Pluripotent Stem Cells, iPSC): son células
adultas que han sido genéticamente reprogramadas para dar origen a una célula
embrionaria, al sobre-expresar genes y factores importantes para mantener las
propiedades de las ESC. Aunque estas células cumplen los criterios para la
definicién de pluripotentes, se desconoce si las mismas y las SC embrionarias
difieren de manera clinicamente significativa. Las iPSC de ratéon fueron
descubiertas por primera vez en 2006 [17] y las iPSC humanas a finales de 2007
[18]. Las primeras demuestran caracteristicas importantes de las células
pluripotentes, como la expresion de marcadores de SC, forman teratomas y son
capaces de contribuir a diferentes tejidos cuando se inyectan en embriones de
ratéon en una fase muy temprana de desarrollo. Las iPSC humanas también
expresan marcadores de SCy son capaces de generar células con caracteristicas de

las tres capas germinales.
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Aunque se necesitan muchas mas investigaciones, las iPSC ya son utiles para el desarrollo
de drogas y su aplicacion en distintos tipos de enfermedades. Actualmente, una de las
herramientas de reprogramacion mas utilizada en la generacién de iPSC son los virus,
razon por la cual este proceso debe ser cuidadosamente controlado y probado antes de
que esta técnica pueda utilizarse en los seres humanos [19]. Este descubrimiento
revolucionario ha creado una nueva y poderosa forma de "de-diferenciacion” celular, que
permitiria que los tejidos derivados de iPSC serian casi idénticos al receptor de estas
células evitando asi el rechazo por el sistema inmune. La estrategia de iPSC, crea células
pluripotentes que, junto con estudios de otros tipos de SC, ayudara en un futuro a

reprogramar las células para reparar tejidos dafiados en el cuerpo humano.
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Figura 1. Jerarquia de las SC. A) Jerarquia del desarrollo: un zigoto puede formar tejidos embrionarios y
extraembrionarios y por lo tanto se encuentra en la parte superior de la jerarquia de las SC, denomindandose
totipotente. La masa celular interna del blastocisto da lugar a tres capas germinales. La masa celular interna
y las SC embrionarias aisladas de la masa celular interna se denominan pluripotentes. Una SC adulta es una
célula indiferenciada que se encuentra entre las células diferenciadas en un tejido, que puede renovarse y
diferenciarse para producir todos o algunos de los principales tipos de células especializadas del tejido. Las
SC adultas se las denominan SC multipotentes. B) Jerarquia de las SC adultas: estas células en muchos tejidos
solo se dividen en raras ocasiones, pero dan lugar a las hijas que estdn comprometidas con la diferenciacion,
llamadas células amplificadoras transitorias, las cuales pasan por una serie limitada de divisiones mas
rapidas antes de completar el proceso de diferenciacion. Modificado de Kyo y col. 2011 [20].

Caracteristicas especificas de las SC

Hasta ahora hemos definido y clasificado a las SC, mencionando algunas de sus
caracteristicas particulares. Las principales propiedades que permiten clasificar a estas
células estan sujetas a las condiciones en las que fueron estudiadas in vivo o in vitro.
Basicamente, son tres las propiedades que caracterizan a las SCy que pueden expresarse

en distintos grados [21]:

- Auto-renovacion (“self-renewal”): estas células tienen la capacidad de perpetuarse,
mediante divisiones mitoticas simétricas y asimétricas produciendo una poblacion de

células hijas de caracteristicas similares a la originaria [22] (Figura 2).

A través de este proceso, una célula madre puede proliferar para dar lugar a la expansion
de un clon. Un conjunto limitado de SC, en un determinado tejido u o6rgano, puede
mantener su numero o incrementarlo cuando dichas células estén participando en un
proceso de renovacién o regeneracion tisular. Esta capacidad de auto-renovacion es la
que permite a las SC mantener el clon indiferenciado a lo largo del tiempo, actuando como

reservorio en distintas condiciones fisiol6gicas para mantener la homeostasis tisular.
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Figura 2. Representacidn esquematica del proceso de mitosis de una SC que originara células idénticas a si
misma (auto-renovacion) y células en un estado de mayor diferenciacion (células progenitoras) mediante
divisiones asimétricas.

- Potencial de diferenciacion o pluripotencialidad: las SC son células indiferenciadas
capaces de diferenciarse a diversos tipos celulares al ser inducidas por diferentes
estimulos [23]. Este proceso estrictamente regulado da lugar a multiples linajes somaticos
por ejemplo células nerviosas, cardiacas y sanguineas, adquiriendo las caracteristicas
morfologicas y funcionales propias de estos tipos celulares. Esta propiedad, junto con su
capacidad de proliferacion ilimitada (regulada por divisiones asimétricas o auto-
renovacion), es la que convierte a las SC en una fuente importante para la obtencién de

distintos linajes celulares.

- Reconstitucion funcional de un tejido en particular: una caracteristica general de las
ASC es que permanecen quiescentes en condiciones de homeostasis tisular. Al entrar en
el ciclo celular, pueden dividirse simétricamente para dar lugar a células idénticas a si
mismas. Alternativamente, pueden dividirse de modo asimétrico, resultando en una

célula hija idéntica (auto-renovacién) y una hija progenitora, o dos células hijas
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progenitoras diferentes. La célula progenitora prolifera y se diferencia progresivamente,
dando lugar a una expansién de poblaciones celulares comprometidas a un linaje celular
especifico. La presencia de SC en el tejido adulto puede ser un mecanismo compensatorio
evolucionado de reemplazo de células en respuesta a injuria y/o un mecanismo requerido
para el recambio en tejidos que tienen una alta renovacién celular, tales como la piel y la
sangre [24]. Estudios recientes describen la plasticidad de ciertas ASC en las que
demuestra la capacidad de diferenciarse en diferentes tipos celulares, incluyendo algunos

diferentes de su linaje de origen [25].

Marcadores especificos de pluripotencialidad de las SC

Luego de conocer las propiedades que caracterizan a las SC surge el interrogante si estas
células tienen marcadores que las identifiquen como tales. En las tultimas décadas, gran
parte del estudio de las SC se ha dirigido a la identificacion de los genes que son esenciales
para mantener la pluripotencialidad de su genoma. La informacidn actual se ha obtenido
principalmente empleando sistemas funcionales diversos tanto in vivo como in vitro. De
esta manera, se ha podido definir un grupo central de cuatro factores de transcripcién:
Oct-4 (POU5f1), Sox2, KLF4 y NANOG [26], que coordinan la expresion de diferentes genes
que pueden ser agrupados como: factores de transcripcion de segundo nivel (DPP3 o
STELLA, REX1 o ZNF42, y Gbx2), marcadores de superficie celular (SSEA4 en humanos o
SSEA1 en roedores), el transportador ABC (ABCG2) y de ciertas enzimas como la fosfatasa

alcalina y la transcriptasa reversa de la telomerasa (TERT) [27].

Mediante la utilizacion de la técnica de secuenciamiento del ARN total de una sola célula
(“single-cell RNAseq”), se ha identificado al conjunto especifico de genes comunes tanto

para el epiblasto en el blastocisto de pre-implantacién (Inner Cell Mass, ICM) como para
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las ESC que crecen en cultivo. Este conjunto de genes de pluripotencia es distinto del
grupo de genes de la ICM de post-implantacién. Los genes de pluripotencia no sélo
incluyen Oct-4, NANOG, y Sox2, sino también a E-cadherina (CDH1), alos relacionados con
los receptores de estrogenos 3 (ESRRB) y alos de ciertas moléculas de las vias BMP, Notch,
Frizzled y DPP4. Finalmente, los genes relacionados a programas de diferenciacion
incluyen Sox9, algunos de la familia HOX, VE-cadherina, ademas de receptores y ligandos

de factores de crecimiento como TGFf y FGFs [28].

Un concepto importante en la biologia de las SC es que no hay un unico factor de
transcripcién que deba ser sobre-expresado con respecto a cualquiera de los otros para
mantener la pluripotencialidad: es un equilibrio constante entre los cuatro factores de
transcripcion centrales (Oct-4, Sox2, KLF4 y NANOG) que mantienen a la célula en el

estado indiferenciado.

Nicho de las SC

En publicaciones recientes se han caracterizado pequefias zonas de diferentes tejidos del
organismo adulto donde reside el control de la actividad de las SC [29]. Este medio

ambiente Unico y especifico se denomina nicho.

Actualmente, se ha empezado a unificar el concepto de la regulacion celular y molecular
de estas células, concibiendo el concepto de nicho como dmbito adecuado en el cual se
regula la division y la diferenciacion. Se ha demostrado que todas las SC residen en un
microambiente generado por las células que las rodean, conocidas como células de sostén.

Las SCy otras células que conforman el nicho, interactiian entre si, formando una unidad
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funcional interdependiente que regula sefiales para perpetuar la auto-renovacion, inducir

el proceso de diferenciacion y otras funciones como la de su propia muerte [30].

Las células de sostén que forman el nicho bordean generalmente la membrana basal del
tejido adulto de interés, sefializan a las SC regulando su divisién y las salvaguardan de
estimulos de diferenciacién. Tal como se mencionara con anterioridad el proceso de
division celular de las SC puede ser simétrico o asimétrico segtin lo determinen factores
locales tales como hormonas y citoquinas y la matriz extracelular (MEC). Como ya se
explico, cuando las divisiones son simétricas, una SC puede producir dos células idénticas
a si misma y cuando las divisiones son asimétricas, la SC se divide y una de las células hijas
se mantiene como célula madre para renovar el pool de las SC manteniendo y perpetuando
de esta manera la conexion con el nicho. La otra célula que se obtuvo de la divisién
asimétrica de la SC, se convierte en una célula progenitora destinada a dividirse y
diferenciarse con la adquisicion de caracteristicas propias del tejido especifico al que

pertenece (Figura 3).

Divisi6on Simétrica: Division Asimétrica:

Plano Perpendicular Plano Paralelo

LN

Lamina Basal

Figura 3. Esquema de los tipos de divisiones de una SC. En caso de ser simétrica, el plano de divisién es
perpendicular a la membrana basal, mientras que si se genera una divisiéon asimétrica el plano es paralelo
alalamina basal del tejido de interés.
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En esta expansion de poblaciones celulares en distinto grado de diferenciacion, se ha
reportado recientemente que existen células amplificadoras transitorias, que son
menos primitivas que su célula progenitora y se dividen mas frecuentemente que las SC,
pero tienen un potencial proliferativo limitado siendo consideradas el paso inicial para la

diferenciacion final [20].

Cabe destacar que para poder reconocer un nicho, primero deben ser identificadas las SC
mediante sus marcadores especificos, para luego determinar el medio ambiente en el que
residen y sus interacciones con las demas células, factores locales y MEC [31]. Estas
interacciones dotan al nicho de propiedades reguladoras y vias de sefializacion
importantes para definir el destino de una SC. Cuando una célula progenitora inicia su
programa de diferenciacion puede ser localizada por distintas vias de sefializacién y
factores locales en la MEC. Ademas, para adquirir su linaje especifico deben actuar
mecanismos basicos, en donde primero hay divisiones de células madre especificas. Por
ejemplo, una célula madre en el nicho se contacta con el estroma; ésta se localiza
asimétricamente y orienta su divisiéon para asegurar que sélo una célula hija herede las
caracteristicas de célula madre del nicho y se fije en ese microambiente celular. Al
continuar la division celular, una nueva célula hija adquiere informaciéon heredada, se
relocaliza alejandose de las células estromales y sus sefales la estimulan a diferenciarse

[32].

Uno de los cambios recientes en el paradigma de la biologia de las SC ha sido el
descubrimiento de su capacidad de diferenciarse en respuesta a componentes quimicos y
estructurales de la MEC. Las vias mecano-sensibles de la MEC podrian derivar en sefiales

bioquimicas y biofisicas que obligan a la célula a diferenciarse a un linaje especifico [33].
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Plasticidad de las SC adultas

Como se mencionara previamente las ASC son células obtenidas de tejidos de organismos
adultos. Estas subpoblaciones celulares estan encargadas de reemplazar a las células
diferenciadas de tejidos u 6rganos con ritmo de recambio elevado y pueden reactivar sus
funciones para la diferenciaciéon, segin determinados estimulos presentes en su
microambiente. Ellas participan en el proceso continuo de division celular para mantener
constante el nimero de células diferenciadas en tejidos que estan sometidos a un desgaste

natural por dafo, enfermedad o muerte celular.

Si bien la poblaciéon de ASC es minoritaria, se ha demostrado su presencia en varios
tejidos: médula dsea [34], sangre periférica, musculo esquelético, higado [35], pancreas
[36], epitelio de la piel [37] y del intestino [38], pulpa dental [39], cornea [40], cerebro
[41], médula espinal e inclusive en nuestro 6rgano de estudio como lo es la glandula
hipéfisis. En muchos de ellos realizan una imprescindible tarea de auto-renovacion y
mantenimiento de la homeostasis tisular. El tipo de ASC del que disponemos mayor
conocimiento son las del sistema hematopoyético de la médula dsea, capaces de regenerar
completamente todas las células sanguineas y del sistema inmunitario [42]. Las ASC, sin
embargo, son muy dificiles de aislar del drgano de estudio, mantener en condiciones de
cultivo y obtener en un nimero importante para su estudio, debido a que su capacidad de

proliferacién in vitro es mucho mas reducida que la de las ESC.

Actualmente, nuevos estudios hacen reconsiderar el concepto de la plasticidad de las ASC
puesto que, bajo ciertas condiciones in vitro, estas células demuestran una potencialidad

mucho mas elevada de lo que se creia hasta ahora. Se ha comprobado que, tanto in vitro
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como su inoculacién in vivo, pueden generar tipos celulares de otros 6rganos, incluso
células de capas germinativas diferentes de las originales. Células madre de la médula
6sea, de origen mesodérmico, han sido diferenciadas a tejido neural, cuyo origen es
ectodérmico [43]. Por otro lado, SC obtenidas del cerebro adulto han generado células
hematopoyéticas o incluso muchos otros tipos celulares en un embriéon quimérico. Varios
estudios han demostrado como, después de trasplantadas, estas células son capaces de

integrarse en el huésped y exhibir fenotipos maduros [44].

Aislamiento de ASC en cultivos primarios

Si bien se ha logrado aislar las ASC, optimizar las condiciones de cada tipo de cultivo de
las mismas requiere de tiempo, debe lograrse que mantengan pluripotencialidad por el
periodo deseado y conseguir una eficiente conversion a los tipos de células somaticas
normalmente presentes en su 6rgano de origen. Los protocolos para diferenciacién
generalmente combinan la adicién sucesiva de factores de crecimiento y hormonas
durante varios dias. En general, la eficiencia de diferenciacion es bastante baja y parece
ser un proceso aleatorio. Uno de los primeros protocolos descrito fue la conversion de las
SC pancredticas en células Beta productoras de insulina [45], el que actualmente se ha

mejorado con el uso de otras técnicas.

Otra metodologia que permite estudiar las ASC es la marcacién de las mismas y su
inoculacién in vivo, que puede realizarse en el 6rgano de origen o un sitio utilizado como
modelo como la capsula renal. La inyeccion de ASC de origen humano en ratones o ratas
inmunodeprimidas (cepas inmunocomprometidas o tratadas con ciclosporina) ha

demostrado su capacidad de generar una gama completa de diferentes tipos de células
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somaticas presentes en su 6rgano de origen y por lo tanto, se considera que las ASC son

células pluripotentes [46].

En resumen, las ASC son mas dificiles de estudiar que las ESC, y en consecuencia, en la
actualidad se posee un menor conocimiento de su fisiologia. Aunque todavia se carece de
pruebas suficientes para sus nichos en diferentes tejidos, posiblemente las ASC presentan
un equilibrado conjunto de marcadores en comun con las ESC. Esta descripto que las ASC
expresan ademas, marcadores especificos dependiendo del 6rgano de origen. El consenso
actual es que la vida de las ASC en el nicho sigue un modelo estocastico lento de

proliferacién basal y un rumbo pausado hacia el compromiso y la diferenciacién [25].

Los estudios que se han realizado durante los ultimos afios demuestran que las ASC tienen
la capacidad de transdiferenciarse, es decir, de dar origen a células de una capa germinal
diferente de la cual ellas provienen. Sin embargo, todavia son muchas las preguntas que
quedan por contestar y mucho lo que falta por conocer sobre la biologia de estas células
y sus posibles aplicaciones terapéuticas. Las nuevas herramientas disponibles para la
investigacion basica permiten prever avances importantes en los préoximos afios sobre la
identificacion y comprension de la funcion de los genes implicados en la proliferacion y la
diferenciaciéon celular. Este conocimiento serd fundamental en el disefio de nuevas y
mejores estrategias en la utilizacién de las ASC en los campos de la regeneracion tisular y

la terapia celular.

Homeostasis hipofisaria y neogénesis celular

La glandula hipofisaria cumple importantes funciones endocrinas regulando la mayor

parte de los procesos biolégicos del organismo relacionados principalmente a funciones
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fisioldgicas basicas tales como: el crecimiento [47], homeostasis metabdlica [48], la
gestacion y lactancia [49, 50]. Esto es posible mediante la integracion de complejas
sefales provenientes de la periferia y érganos centrales, asi como también de las
generadas en la misma glandula [51] regulando la liberacién de hormonas y/o la
proliferacion de los tipos celulares que componen el adenoparénquima (AP) [52, 53]. Asi,
mientras que la secrecion hormonal tréfica es controlada de manera precisa para regular
la homeostasis, las respuestas plasticas en el crecimiento y proporcién de células pueden

derivar en hipoplasia, hiperplasia o adenomas hipofisarios [54].

Estudios reportados por diferentes investigadores, inclusive por nuestro grupo de
trabajo, han demostrado que células endocrinas diferenciadas exhiben una mayor tasa de
proliferaciéon en ciertos estadios reproductivos tales como ciclo estral, gestacion y
lactancia [55, 56]. Ademas, recientemente, se ha documentado la generaciéon de nuevas
células endocrinas a partir de SC [57, 58]. En conjunto, estas evidencias condujeron a
proponer cambios en paradigmas existentes sobre la dindmica de la neogénesis celular en
la hipdfisis y ala postulacion de nuevos mecanismos involucrados en este proceso. De esta
manera se proponen como posibles mecanismos a la transdiferenciacién (conversion
inter-fenotipo)[59, 60], mitosis de células diferenciadas pre-existentes, [61, 62] y el
reclutamiento y diferenciacion de SC [63, 64]. Sin embargo, al presente, es escaso el
conocimiento sobre la contribucion del nicho de SC en procesos fisioldgicos que requieren
una mayor demanda de células hipofisarias endocrinas y en el desarrollo de lesiones

proliferativas adenomatosas.
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Aspectos anatomicos de la hipofisis de roedores: la zona marginal

La hipofisis es una glandula intracraneal que se ubica debajo del hipotalamo, en una
pequena depresion del hueso esfenoides denominada silla turca. Esta glandula esta
compuesta por la neurohip6fisis ubicada en la zona superior, la adenohipéfisis que adopta
una forma cuneiforme por debajo de la neurohipdfisis y el 16bulo intermedio localizado
entre la neuro y la adenohipoéfisis. Se describe ademas una cavidad residual de la bolsa de
Rathke, el cleft, que se encuentra en estrecho contacto con la llamada zona marginal (ZM),

en continuidad con la adenohipéfisis (Figura 4).

Desde el punto de vista embriol6gico, morfoldgico, estructural y funcional se distinguen

en la hipdfisis de rata tres partes bien diferenciadas:

- Pars nervosa (PN) o Neurohipofisis: es una region que comprende axones de las
neuronas de los nucleos hipotalamicos supradptico y paraventricular, que secretan las
hormonas vasopresina y oxitocina.

- Pars distalis (PD) o Adenohipofisis: formada por 5 tipos celulares responsables de la
sintesis y liberacion de hormonas de crecimiento (GH), prolactina (PRL),
adrenocorticotrofina (ACTH), tirotrofina (TSH) y las gonadotropinas, la foliculo
estimulante (FSH) y luteinizante (LH) y por células que se disponen en pseudo-foliculos,
denominadas células foliculo-estrelladas (CFE).

- Pars intermedia (PI) o Lébulo Intermedio: se distinguen células que producen
polipéptidos llamados melanotrofinas u hormonas estimulantes de los melanocitos, que

inducen el aumento de la sintesis de melanina en las células de la piel.
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Silla Turca
Neurohipofisis

Adenohipdfisis

Figura 4. Anatomia y localizacidn de la glandula hipéfisis en la rata. La hipdfisis esta protegida por el
hueso esfenoides y recubierta por la duramadre. En roedores se distinguen dos partes bien diferenciadas
anatémica y funcionalmente, la adenohipéfisis y la neurohipéfisis. Modificado de Pérez y col. 2015 [65].

Desarrollo embriolégico de la hipdfisis: localizacion de las SC

En roedores, el primer esbozo de desarrollo de la hip6fisis ocurre a los 7,5 dias post coito
(dpc) con la aparicién de un engrosamiento del ectodermo en la linea media de la cresta
neural anterior, conocido como placoda hipofisaria (Figura 5). Durante este estadio puede
observase en la parte posterior adyacente, el desarrollo de un territorio hipotalamico
presuntivo [66]. En las siguientes 24 h, mientras el tubo neural anterior se curva y
expande rapidamente, la placoda hipofisaria se desplaza ventralmente dentro del
ectodermo en el techo de la futura cavidad oral. Hacia los 9 dpc la placoda forma la bolsa
de Rathke rudimentaria y el primordio del 16bulo anterior e intermedio. A los 10,5 dpc,
unaregion restringida al diencéfalo ventral, por encima de la bolsa, da lugar al infundibulo
del cual tendran origen la hipo6fisis posterior y el tallo pituitario. La yuxtaposicion de la
bolsa de Rathke y el diencéfalo se mantiene durante las primeras etapas de la
organogénesis hipofisaria. Esta estrecha relacion facilita las interacciones entre los tejidos

neurales y el ectodermo bucal fundamentales para las etapas iniciales de la especificacion
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pituitaria. A los 10,5 dpc la bolsa esta desarrollada y al dia 12,5 esta completamente
separada del ectodermo bucal subyacente. La hendidura hipofisaria o cleft persiste como
la separacion entre el l16bulo anterior y el 16bulo intermedio en la glandula madura. La
naturaleza de las interacciones inductivas necesarias para la morfogénesis hipofisaria
hace que sea muy sensible a mutaciones deficitarias o de ganancia en determinada
funcion. A su vez, estas mutaciones pueden ser de caracter informativo en cuanto a los
mecanismos que subyacen a la conduccién, invaginaciéon y conformacién de la bolsa [67],

la migracion celular, los patrones de tejido y la especificacién de destinos celulares.

La bolsa de Rathke comprende células progenitoras en un estado activo de proliferacion
que gradualmente se reubican en la zona ventral, lejos de la luz, comenzando a
diferenciarse. Recientemente, se ha reportado una zona que contiene células
stem/progenitoras que se mantiene en el embrién y que persiste en el adulto, la zona
marginal (ZM) [68, 69]. Ventralmente, esta relocalizacion esta asociada con la salida del
ciclo celular [70] y auin no se sabe si es un evento de migracion activa o un proceso pasivo

de las células expulsadas por nuevas que proliferan en la ZM.
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Figura 5. Representacion esquematica del desarrollo embrionario hipofisario. Secciones sagitales de
la hip6fisis de roedor donde se esboza el desarrollo de la hipdfisis, el cual comienza (e8,5) cuando la bolsa
de Rathke (RP) se aleja del techo de la cavidad oral (OC), mientras que la parte posterior del diencéfalo
ventral (VD) se extiende hacia abajo para formar el infundibulo -PN (amarillo)- contacta intimamente con
el RP. Shh, que se expresa inicialmente en todo el ectodermo oral comienza a ser excluido de la RP. BMP4,
FGF8/10/18 y Wnt5a sefiales que emanan del VD y son esenciales para iniciar la formacién y compromiso
celular del RP. A partir de e11,5, la bolsa comienza a expandirse y por e12.5 se separa de la via oral del
ectodermo. Células progenitoras-proliferativas estan presentes en la ZM alrededor de la hendidura. Las
células progenitoras podrian migrar como resultado de transicién-epitelio-mesenquimal (EMT). En e17.5,
se establecen varios gradientes de factores de transcripcién (Pitl, GATAZ y Sfl) que dirigen la
diferenciacién final de los diferentes tipos celulares. Tr, punta rostral de tirotropas. Modificado de
Vankelecom y col. 2012 [71].

Células de la ZM candidatas a ser SC en la hipdfisis adulta

Un argumento topografico a menudo utilizado para justificar la presencia de SC en esta
zona es que su localizacion es una reminiscencia de la ubicacion de las células
stem/progenitoras descritas durante el desarrollo embrionario de la glandula (Figura 6).
Este antecedente es coincidente con lo que se describe para el nicho de SC en las capas
ependimarias alrededor de los ventriculos del cerebro [72]. Un motivo adicional es que
las células inmunoreactivas para las hormonas adenohipofisarias se encuentran en
estrecha proximidad a la ZM, sugiriendo que las células marginales podrian generar
células endocrinas. Aunque s6lo se han reportado evidencias indirectas de dicho proceso,
se ha hipotetizado que las células marginales podrian ser células de apoyo o bien regular

el proceso de diferenciacién, en lugar de ser predecesores directos.
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Figura 6. Representacion propuesta para el nicho de células stem/progenitoras en la glandula
hipofisaria posnatal. La ZM se propone como nicho "primario” de estas células. La capa de células que
limitan con la hendidura alberga SC, asi como células progenitoras, en diferentes estados de diferenciacion.
Solo en raras ocasiones, las células marginales se dividen, ya sea de forma simétrica para producir dos
células madre, o asimétricamente para generar una célula progenitora que se dirigira al AP. Para la
renovaciéon basal del tejido (inferior izquierda), las células progenitoras generarian nuevas células
productoras de hormonas. En caso de una mayor demanda hormonal (adaptaciones plasticas), las células
progenitoras se diferenciarian rdpidamente en células hormonales necesarias, resultando en una reduccion
transitoria del pool de células madre que se repone por mitosis (flechas dobles). Modificado de Vankelecom
y col. 2012 [71].

Otro fundamento para proponer a las células de la ZM como SC se relaciona a los hallazgos
obtenidos del trasplante ectépico de hemihipoéfisis de rata en el area subcapsular del
rifién, resultando en necrosis de las células granulares, con actividad mitoética de las
células marginales [73]. Las células granulares se encuentran en estrecha asociacion con
las células marginales, lo que sugiere un papel progenitor de éstas. Sin embargo,
nuevamente, surge el interrogante si las células marginales podrian funcionar como

células progenitoras o células de apoyo para el desarrollo de nuevas células endocrinas.
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Sobre la base de todos estos hallazgos, la ZM (Figura 7) presenta mas de un argumento
cierto propuesto para ser considerada como el reservorio de SC (nicho) en la hipofisis

postnatal [74, 75].

Figura 7. Microscopia 6ptica de alta resolucidn de seccién de glandula hipdfisis de rata adulta coloreada
con azul de toluidina. Obsérvese la localizacion de células marginales bordeando el cleft. Magnificacion
original 400x.

Marcadores de pluripotencialidad de SC de hipéfisis

Como se reportara en otros 6rganos, es imprescindible referir la presencia de marcadores
de pluripotencialidad de SC en adenohipéfisis. Garcia-Lavandeira y col. [76] propusieron
al receptor alfa 2 (GFRa2) de la familia de factores neurotréficos derivados de la linea
celular glial (GDNF) como marcador especifico de SC en la hipo6fisis adulta de roedores y
humanos. Este receptor pertenece a una familia de proteinas no integrales de membrana
ancladas extracelularmente por un residuo glicosil-fosfatidil-inositol. Al unirse a su
principal ligando neurturina, se induce la activacion de su co-receptor, Ret, que al poseer

dominios tirosin-quinasa funciona como la subunidad transductora de la sefial. En el
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desarrollo de neuronas, GDNF se caracterizé originalmente como un factor de crecimiento
que promueve la supervivencia de neuronas dopaminérgicas del mesencéfalo ventral.
Posteriormente, se demostré que tenia un potente efecto de supervivencia en las
neuronas motoras y otras subpoblaciones neuronales en el sistema nervioso central y
periférico. Ademas de su papel como un factor de supervivencia, GDNF es también

esencial para la proliferacion, migracion y diferenciacion de células neuronales [77].

En la hipdfisis adulta ha sido descripto una poblacién de células inmunopositivas para
GFRa2, restringidas a una sola capa de la ZM, representando menos del 1% de la totalidad
de la poblacién de células de glandula pituitaria [76]. Adicionalmente, mas del 90% de
estas células co-expresan GFRa2 con los marcadores Sox2 y Sox9. Esta particularidad
sugiere la existencia de diferentes poblaciones celulares de fenotipo progenitor/células
amplificadoras transitorias [68]. Otro punto de importancia en la investigacion de
marcadores de pluripotencialidad es la expresion en la mayoria de las células GFRaZ+ de
los marcadores E-cadherina y PROP1, siendo éste un importante factor de transcripcion
hipofisario involucrado en la activacion del factor de transcripcion Pit-1, que interviene
en la diferenciacién terminal de los tipos celulares: lactotropas, tirotropas y somatotropas
[78] (Figura 8). Sin embargo, a pesar de estas evidencias, el rol preciso de GFRaZ en la
hipéfisis del adulto aun sigue siendo objeto de estudio. Se ha reportado que el mismo no
es detectable cuando las células expresan marcadores de diferenciacién terminal como
hormonas, lo que sugiere un rol transitorio durante el proceso de diferenciacion. Resulta
particularmente interesante establecer el perfil de expresion de GFRaZ para poder
vincularlo en los procesos de diferenciacion de las ASC o en los procesos de especificacion

celular durante el desarrollo hipofisario en la embriogénesis.
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Figura 8. Diagrama del proceso de diferenciacion a partir de células stem/progenitoras para
originar células endocrinas de la hipofisis posnatal: factores y vias que controlan este proceso. Las
CSH hipotéticamente, pueden auto-renovarse para producir nuevas CS/P que proliferan expandiéndose a
una poblacién de células amplificadoras transitorias. Dentro de este grupo de células se activan programas
de diferenciacion similares al embrionario. La actividad nuclear de Sox2 (indicado por el azul en el nicleo)
mantiene estas células multipotentes reprimiendo la expresidn de genes que induciran diferenciacion. La
translocacion del nticleo (nucleo blanco) activa rapidamente el proceso de diferenciacion, activando Sox9,
que se expresaria y/o gestionaria la etapa de células progenitoras. Multiples factores (como Hesx1, Pitx1/2,
LHX3/4, Isl1, Otx2, Six1/4/6, Pax6, Prop1), junto con la sefializaciéon de Shh, Wnt, y Notch, reiteran la red
interactiva embrionaria para gobernar la proliferaciéon y la supervivencia de las CS/P, asi como la
determinacion de los tipos de células en una secuencia gradual y regulada temporalmente. La diferenciacién
final requiere de la expresion de factores de determinacién como Pitl, Tbx19, SF1 y GATA2. También se
forman las CFE maduras, caracterizadas por la expresiéon de S100. Modificado de Vankelecom y col. 2012
[71].

Evidencias de ASC en la hip6fisis

Células propuestas como candidatas de SC en la hipo6fisis

Como se explicé anteriormente, se ha demostrado la existencia de SC en un gran nimero

de tejidos adultos, habiéndose también propuesto diferentes tipos celulares
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adenohipofisarios como posibles candidatos para SC. Sin embargo, su identificacion y

caracterizacion en esta glandula todavia no ha sido aclarado.

Los primeros estudios realizados para identificar células primordiales en hipdfisis fueron
realizados teniendo como base la capacidad tintorial de las poblaciones que componen la
adenohipdfisis. Asi se clasificaron cuatro tipos celulares: células croméfobas como
posibles SC, células acidéfilas y basoéfilas, productoras de hormonas y células intermedias
que presentaban afinidad tintorial por colorantes acidéfilos y baséfilos. Sin embargo, no
se obtuvieron evidencias concluyentes acerca de la identidad de las SC, debido a

limitaciones en la metodologia utilizada [79].

Estudios inmunohistoquimicos y ultraestructurales posteriores, llevados a cabo tanto en
hipo6fisis humanas tumorales como no tumorales, permitieron identificar que las células
foliculo estrelladas (CFE), pueden transformarse en células endocrinas mediante una
retrodiferenciacion [80]. En adenomas productores de prolactina se observaron
formacidén de foliculos con CFE positivas para S-100 y GFAP; ademas, de otros foliculos
que exhibieron un epitelio inmunonegativo para las mencionadas proteinas. La expresion
de estos dos marcadores se limitaba a la fase inicial de la formacion de CFE, sugiriendo
que podrian ser un tipo de células madre adultas pluripotentes. Sin embargo, en este
estudio no se analiz6é ningin marcador especifico asociado a la pluripotencialidad de las
SC, por lo cual no se demostraron evidencias ciertas de que las CFE serian SC en hipofisis

adulta.
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Introduccion

Figura 9. Morfologia ultraestructural de las CFE. A) Se observa que las células foliculares poseen una
forma irregular y constituyen pequefias agrupaciones como islotes alrededor de un pseudo-lumen en el que
se visualizan microvellosidades (asterisco). B) Las CFE exhiben caracteristicas ultraestructurales similares
a las células marginales como presencia de microfilamentos y agranularidad, escaso reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) y abundantes ribosomas libres. Magnificacion original 10000x.

En diferentes tejidos adultos se ha reportado que las SC expresan transportadores de
membrana que bombean hacia el espacio extracelular los colorantes vitales como el
AMCA, sustancia fluorescente que se acumula en las CFE [81]. Otro transportador
descrito, es la enzima convertidora de angiotensina (ACE) la cual se expresa en las SC
hematopoyéticas humanas y mesenquimales. En 2005, Lepore y col. describieron una
poblacion de células formadoras de colonias (PCFCs) en hipdfisis de ratén,
inmunopositivas para transportadores de membrana tales como: AMCA, ACE y Sca-1 [82].
Las células PCFC son capaces de crecer in vitro como colonias adherentes, con una
limitada capacidad de diferenciacion a células productoras de GH y de PRL. Estos datos
permitieron sugerir que las células PCFC, presentaban caracteristicas de CFE y de SC, sin
demostrarseles capacidad de auto-renovacién ni pluripotencialidad. Tampoco se

evidenci6é que fueran capaces de diferenciarse a otro tipo de células hipofisarias
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secretoras diferentes de las somatotropas y las lactotropas, asi como a otros linajes

celulares y ademas, no se analiz6 la expresion de otros marcadores especificos de SC.

La presencia de SC en hipdfisis también fue estudiada utilizando el marcador Hoechst,
mediante citometria de flujo. Se seleccionaron las células por su baja marcacion con este
colorante vital, ya que expresan en su membrana plasmatica el ATP-binding cassette
(ABC) multidrug transporters ABCG2 (Bcrp1). Esta poblacidn celular ha sido denominada
como “side population” (SP). Mediante PCR cuantitativa se comprobd que las mismas son
positivas para los marcadores de SC: Sca-1, Oct4, Nanog, Nestin, CD133 y Bmi-1, los que
también se expresan en SC adultas hematopoyéticas. A su vez, se han demostrado factores
que son esenciales para el desarrollo temprano de la hipéfisis y que estan involucrados
en la regulacion de las SC correspondiendo a componentes de las vias de sefializaciéon de
Notch, Wnt y Shh. Ademas, se demostr6 que la SP enriquecida con Sca-1 al ser cultivada
formé esferoides que conservaban las mismas caracteristicas de las células SP aisladas
inicialmente, siendo capaces de replicarse durante dos generaciones [63, 83]. Estos
resultados proponen a la SP como posibles SC de la hipoéfisis. Sin embargo, falta por
corroborar su capacidad de auto-renovacion ilimitada y el caracter pluripotente propio

de este tipo celular.

Posteriormente, se describi6 la expresion de Sox2, en células de ZM y en grupos dispersos
en el AP de hipéfisis de raton, mediante la técnica de inmunofluorescencia [68]. Las
células Sox2+ fueron aisladas y cultivadas como estructuras esferoidales positivas para E-
cadherina y negativas para S-100 y Sox9. Sin embargo, al inducir la diferenciacién de estas
estructuras con medios de cultivo especificos se observé expresion nuclear de S-100 y

Sox9, demostrando ademas la capacidad de diferenciarse a los diferentes linajes de células
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endocrinas. Este trabajo sugiere que las células Sox2+/Sox9+ tienen caracteristicas de
células amplificadoras transitorias, mientras que aquellas Sox2+/Sox9- podrian ser
células de fenotipo stem/progenitor. Estos hallazgos resultan un avance en el campo del
conocimiento de las células madre adenohipofisarias, pero atin deben realizarse otros
ensayos para purificar las dos poblaciones de células Sox2+ y estudiar en mas detalle sus

caracteristicas de SC y/o progenitora.

En otra linea de investigacion se demostré la presencia en ZM de una poblacion celular
que expresa Nestin mediante la utilizacion de un ratdén transgénico GFP-nestin [69]. Los
estudios realizados in vitro sobre este tipo celular permitieron concluir que las células
Nestin+ tienen capacidad de auto-renovacién y que tanto en ensayos in vitro como in vivo
pueden diferenciarse hacia los diversos tipos celulares hipofisarios. Sin embargo, surgen
controversias metodoldgicas en este modelo al analizar las células GFP+, por la falta de
controles como el de la expresion endégena del gen de Nestin, asumiendo que todas las

células GFP+ eran Nestin+.

Pese a las evidencias expuestas, alin se desconoce como todos estos fenotipos celulares se
relacionan entre si, o en qué medida se superponen. Ademas, a pesar de esta cantidad
considerable de datos, ninguno presenta inequivocamente evidencias directas de que las
células candidatas muestren un genotipo y fenotipo de células madre y si exhiben
caracteristicas esenciales de SC, tales como la capacidad de auto-renovacién y de
diferenciacion en las diversas células hormonales y de otra capa embrionaria distinta a la

de la glandula.
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Renovacion celular en la hipéfisis adulta

Recordando el rol critico que desempefia la glandula hipofisaria en procesos fisiolégicos
vitales, resulta de importancia una remodelacién cuantitativa y funcional dindmica y
altamente precisa de los diversos tipos celulares productores de hormonas. Variaciones
en la composicién celular hipofisaria, en forma conjunta con adaptaciones en su actividad
secretora, han sido reportadas durante el crecimiento, la pubertad y el ciclo reproductivo

[51, 52, 84].

Uno de los principales estimuladores del crecimiento de la glandula hipofisaria es el
estradiol (E2). Durante el ciclo estral, especificamente en la tarde del estro, el E2 ha sido
propuesto como responsable del incremento en el nimero de células mitoticas
adenohipofisarias (figura 10-A) [85]. Ademas, al término de la prefiez y durante de la
lactancia se ha observado un incremento en la poblacion de células lactotropas,
sugiriendo que el E2 ejerceria efectos tréficos en esta poblacion celular (Figura 10 B-
C)[52]. Teniendo en cuenta estas evidencias, hipotetizamos que el E2 en la glandula
hipofisaria adulta, podria actuar como un agente sensibilizador de las CSH induciendo a
esta poblacion celular a responder a diferentes estimulos del microambiente (nicho) en
determinadas condiciones. Esta hormona se ha postulado como un agente regulador en la
diferenciacion de ESC, ya que ha sido demostrada su capacidad morfogénica en un cultivo
de ESC al diferenciarlas a células neuronales [86]. Ademas, en cultivos de glandula
mamaria se ha reportado que el E2 disminuye el nimero de SC, manifestdndose también

en una menor expresion de marcadores de fenotipo stem como Oct-4, Sox2 y Nanog [87].
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Figura10. Proliferacion celular adenohipofisaria evaluada durante las fases del ciclo estral (A) y durante la
prefiez y lactancia (B y C). Graficos extraidos de Hashi y col.1995 [85] y Jahn y col.1984 [88] con
modificaciones.

La remodelacién de las poblaciones celulares en la hip6fisis también ocurre en el caso de
un déficit endocrino subito, provocado por una caida en la retroalimentacién negativa de
las hormonas periféricas. Por ejemplo, la adrenalectomia aumenta rapidamente la
actividad mitotica en el AP e induce un incremento rapido y transitorio en el nimero

absoluto de células corticotropas [48, 89].

A diferencia del dinamismo descrito en estos estados de adaptacidn, la renovacién celular
diaria en la hipdfisis adulta es baja [90, 91]. Las células que constituyen el AP adulto de
rata se sustituyen cada 6-10 semanas, lo que corresponde a un volumen diario de
renovacion de alrededor de 50.000 células [48, 58], rango de renovacién basal similar a

la reportada para otros tejidos como traquea, corazén y pulmoén [92-94].

Hasta el presente, los mecanismos que subyacen al origen de nuevas células productoras
de hormonas en la glandula hipofisaria no estan totalmente esclarecidos. Datos aislados
han informado que la remodelacién en las células endocrinas podria ocurrir a través de la
mitosis de células pre-existentes, asi como de la transdiferenciaciéon de las células

hormonales [59, 60]. Sin embargo, algunos de estos modelos propuestos anteriormente
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han sido seriamente cuestionados. Por ejemplo, la rapida expansion de células
corticotropas después de la adrenalectomia puede ser explicada en parte por la mitosis
de las células diferenciadas existentes y ademas, por diferenciaciéon de un grupo de células
pre-existente hormona-negativas [53, 57]. En el caso de las gonadotrofinas, la misma
poblacion de células no hormonales parece responder a la gonadectomia mostrando una
mayor actividad mitotica [58]. Mecanismos similares a los descriptos para células
corticotropas y gonadotropas han sido reportados para la proliferacién de células
lactotropas como el observado durante diferentes estados reproductivos como ciclo
estral, la gestacion y lactancia [56]. En base a estas evidencias, hay una serie de reportes
que hipotetizan que durante las adaptaciones plasticas y en la renovacién celular basal
hipofisaria, nuevas células endocrinas podrian generarse a partir de la diferenciacién de

células no hormonales, proponiéndolas como una poblacién de SC.

Como es conocido, un numero restringido de drganos adultos son capaces de restaurar el
tejido después de una injuria fisica o quimica [95-97]. En varias de estas respuestas
regenerativas, las SC parecen participar, como se ha observado durante la regeneracién
del tejido muscular después de un dafio fisico o la inyeccién de una toxina: por ejemplo,
las SC del musculo (células satélites) comienzan a proliferar y formar mioblastos, que
ademas se fusionan para generar nuevos miotubos [98]. En otros drganos, la participacion
de las SC en laregeneracion es menos clara o si es que se halla presente solo ocurriria bajo
ciertas condiciones fisiopatoldgicas (SC facultativas) [99]. La regeneracion hepatica es, en
la mayoria de los casos, impulsada por una extensa proliferacién de hepatocitos
diferenciados, pero cuando estas células se ven comprometidas en la respuesta

proliferativa debido a enfermedad o injuria quimica, las SC entran en juego y conducen la
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respuesta regenerativa [100]. En el pancreas, las células Beta son capaces de multiplicarse
para la restauracion del tejido, pero las células ductales progenitoras parecen estar
involucradas en circunstancias mas graves de dafio tisular [101]. Sin embargo, en
situaciones que involucran marcado deterioro del tejido, el reclutamiento y diferenciacion
de las SC, no es capaz de suplir la regeneracion tisular completamente, como ocurre por
ejemplo en las enfermedades neurodegenerativas [102] y el infarto agudo de miocardio

[103].

Hasta hace muy poco tiempo, se desconocia si la gldndula hipofisaria adulta tenia el
potencial de regenerar células dafiadas durante una injuria celular. En un estudio reciente,
se ha desarrollado un ratén transgénico Cre/lox en el cual se pueden generar dafios
hipofisarios a través de la ablaciéon condicional de células endocrinas [96, 104]. En un
primer modelo, las células somatotropas fueron objeto de ablacién por la inyeccién de la
toxina de la difteria. La ablacion de las células somatotropas provocé una respuesta
inmediata de células Sox2+. Las SC expandidas en nimero, comenzaron a proliferar y
ademas presentaron co-localizaciéon con la hormona GH, efecto no observado en las
glandulas control. Estos datos indican una activacién del compartimento de SC que puede
ser dirigido a la restauracion de las células GH+. Después de 4-5 meses después de la
ablacidn, las somatotropas se regeneraron de manera significativa (~50%) [96]. En otro
estudio reciente, usando inestabilidad cromos6mica inducida por Cre se gener6 la muerte
por apoptosis de células corticotropas en division. Sin embargo, no se detectaron cambios
en los marcadores de SC ni en la regeneracion de las corticotropas destruidas. En
contraste con los modelos de lesién aguda, el agotamiento de células ACTH+ se desarrollo

durante 8,5 meses y se mantuvo limitado al 50% como consecuencia de la penetrancia
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incompleta del transgen POMC-Cre. Probablemente este modelo de injuria celular no fue
lo suficientemente potente y repentino para provocar una de respuesta de las SC. Por otra
parte, el lento agotamiento de las células ACTH+ puede ser compensado continuamente
de tal manera que el equilibrio entre la poblacién de corticotropas y las células
progenitoras no se vea perturbado. Por ultimo, el 50% restante de estas células puede ser
suficiente para mantener la homeostasis de la gldndula y por lo tanto, no ser necesaria su
regeneraciéon [105]. En estos modelos de ratones transgénicos, debe tenerse en cuenta
que la muerte celular inducida no puede ser considerada como un modelo fisiolégico

normal para mantener la homeostasis de la glandula hipofisaria adulta.

Considerando las evidencias expuestas, nuevamente surge el interrogante si en
situaciones fisiologicas de elevado recambio celular de la gldndula hipofisaria, el nicho de
SC contribuiria en la generaciéon de poblaciones celulares en diferentes estadios de
diferenciaciéon para suplir el requerimiento de nuevas células endocrinas maduras.
Exactamente como y cuando ocurriria este mecanismo tampoco esta claro. Los eventos
especificos y los factores involucrados en el remodelamiento funcional durante estadios
reproductivos se desconocen. La gestacion y lactancia representan modelos fisiolégicos
adecuados para analizar la participacion de la poblacion de SC. En un intento de elucidar
este mecanismo, se propone identificar y caracterizar a las SC en la glandula hipofisaria a
nivel ultraestructural en combinacion con técnicas de biologia molecular para evaluar
posibles cambios en los marcadores asociados a un fenotipo de SC en la ZM y el AP en los
modelos de estudio propuestos. Dilucidar estos aspectos permitird ampliar el

conocimiento sobre la contribucién del nicho de SC al mantenimiento de la homeostasis
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de la hipofisis durante las adaptaciones fisiolégicas que ocurren en diferentes estados

reproductivos.
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Objetivo General:

Evaluar la contribucion de las células stem /progenitoras en la renovacion de la poblacion

de células adenohipofisarias en estados fisioldgicos reproductivos.

Objetivos Especificos:

1- Identificar y caracterizar la poblacion de SC en hipdfisis de ratas adultas.

2- Aislar y cultivar las SC para analizar sus caracteristicas de células indiferenciadas a

partir de hipéfisis de ratas adultas.

3-Evaluar posibles cambios en los marcadores de la poblacion de SCy células progenitoras

durante el ciclo estral, en la prefiez y lactancia.

4- Estudiar potenciales fluctuaciones en la dindmica de proliferacion celular enlaZM y AP

de hipdfisis en la prefiez y lactancia.
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Animales y disefio experimental

Ratas hembras de la cepa Wistar virgenes de 3 meses de edad fueron examinadas por la
técnica citolégica del frotis vaginal y asignadas en la fase estro o diestro II. Sélo las ratas
que completaron las fases de estro en mas de dos ciclos se incluyeron en este estudio.
Luego, las ratas se aparearon con machos fértiles testeados y se dividieron en los

siguientes grupos:

A- Grupo ciclo estral: se utilizaron ratas a las cuales se les realizaron extendidos

citoldgicos del flujo vaginal para determinar las fases proestro, estro, diestro [ y diestro II
del ciclo estral. Se incluyeron los animales en los cuales se les constato un ciclo de 4 dias
y repitiéndose el ciclo 2 veces consecutivas. Se utilizaron en el estudio las fases estro y
diestro II. Las ratas que se encontraron en la fase estro se sacrificaron alas 17.00 h de ese
dia, hora que coincide con el pico estrogénico [88]. Durante el diestro Il no se registran
variaciones de los niveles estrogénicos durante el dia; las ratas de este grupo se

decapitaron alas 10.00 h [106].

B- Grupo gestacidn: incluye a los subgrupos:

-Ratas en fase estro con esperma en su frotis vaginal, denominado c6pula (COP)
-Ratas con cinco (d5G) y quince dias (d15G) de gestaciéon después de la copula

-Ratas a término de la gestacion (AT, 23 + 2 dias)

C- Grupo Lactancia: ratas prefiadas fueron transferidas a jaulas individuales hasta el dia

del parto. Al nacer, el nimero de crias se ajusté a ocho, luego las madres fueron
sacrificadas al inicio (d1L o lactancia temprana) o después de cuatro dias de lactancia

(d4L o lactancia activa).
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Todas las ratas fueron criadas y alojadas en el bioterio del Centro de Microscopia
Electrénica, INICSA-CONICET, Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de
Coérdoba, bajo temperatura (21+3°C) y condiciones de iluminacién (14:10 h ciclo luz-
oscuridad) controladas, tuvieron libre acceso a los alimentos comerciales de roedores y
agua corriente de red. Los animales se mantuvieron de acuerdo con las normativas de la
Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (1996) y los experimentos fueron
aprobados por el Comité de Cuidado de Animales Institucional de la Facultad de Medicina

de la Universidad Nacional de Cordoba.

Las ratas fueron decapitadas y las hipoéfisis fueron removidas luego de los 10 s siguientes,
evitando cualquier estrés por estimulos externos de acuerdo a Las Guias Internacionales
de Entrenamiento y Manejo de Animales de Laboratorio, publicadas por la Federacion

Universitaria para el cuidado de animales y el Comité de Cuidado de Animales.

Caracterizacion de la ZM por microscopia optica de alta resolucion vy

microscopia electréonica de transmision

Las células de la ZM se estudiaron en hemihipéfisis de ratas adultas, después de haber
sido fijadas por inmersién en solucién de Karnowsky: 4% (v/v) de glutaraldehido, 4%
(p/v) de formaldehido en buffer cacodilato 0,1 M. Los fragmentos hipofisarios fueron
post-fijados con tetréxido de osmio al 1% (Sigma, St. Louis, MO), se deshidrataron en
acetonas de graduacion creciente y se incluyeron en la resina Epon/Araldita (Electron
Microscopy, Hatfield, PA). Para el analisis por microscopia Optica de alta resoluciéon
(MOAR), se obtuvieron secciones semifinas (200 pm) con ultramicrotomo (Power Tome
XL, Boeckler Instruments, USA), se tifieron con azul de toluidina al 1% en tetraborato de

sodio y se observo la morfologia de las células de la ZM usando un microscopio 6ptico
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(Leitz-Laborlux 12). Para el analisis ultraestructural se obtuvieron secciones finas (60-90
um) las que fueron contrastadas con acetato de uranilo/citrato de plomo y examinadas en
el microscopio electrénico Zeiss-Leo 906-E, siendo fotografiadas con una camara

Megaview I

Inmunocitoquimica ultraestructural

Para inmunocitoquimica ultraestructural (ICQU), las glandulas hipofisarias se cortaron en
2 trozos pequefios en orientacidn coronal. Luego, estas glandulas se fijaron durante 4 h
en una solucién de: 4% (p/v) de formaldehido con 0,75% (v/v) de glutaraldehido en
buffer de cacodilato 0,1 M. Los tejidos fijados posteriormente fueron deshidratados en
una serie de concentraciones crecientes de etanol. A continuacién, se realizé la inclusién
en la resina LR White (Electron Microscopy, Hatfield, PA), dentro de capsulas de gelatina
cerradas para evitar el contacto de la resina con el oxigeno. Las secciones ultrafinas se
cortaron y montaron en grillas de niquel. El método de la ICQU usado fue descrito
previamente [107]. Las secciones se incubaron con los anticuerpos contra Vimentina
(ratén, 1/100 Novocastra, Leica Biosystems, Buffalo, IL), 3-catenina (conejo, 1/200 Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TXS), GFRaZ2 (conejo, 1/100 de Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, TXS), Sox2 (conejo, 1/50 Millipore, Billerica, MA), Sox9 (ratén, 1/100 Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TXS) y Oct-4 (conejo, 1/50 Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Dallas, TXS). Luego, los cortes se expusieron a los anticuerpos de cabra anti-ratén o anti-
IgG de conejo marcado con un complejo de oro de 15 nm (1/30, Electron Microscopy,
Hatfield, PA). Las grillas se tifieron con acetato de uranilo acuoso (Sigma, St. Louis, MO) y
se examinaron usando un microscopio electrénico Zeiss LEO 906-E, realizandose la

captura de las imagenes con el uso de una camara Megaview IL.
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El analisis morfométrico de la ICQU se realiz6 en micrografias electrénicas obtenidas a
partir de secciones coronales de dos areas diferentes de la ZM separadas entre si por 50
um en todos los grupos experimentales. Ademas, para evitar el recuento de la misma
célula, se analizé un solo corte de cada muestra montado sobre una grilla de 200 mesh y
se tomaron 100 micrografias electronicas al azar de cada seccién con una magnificacion
de 16700x, cubriendo 100-200 células por animal. En las micrografias obtenidas se trazo
y midi6 el perimetro de toda la célula y el nucleo de las células positivas para cada
marcador mediante el programa informatico Image] 1.47v (Wayne Rasband, Institutos
Nacionales de Salud, EE.UU). Usando este programa de analisis, también se realiz6 un
recuento de las particulas de oro coloidal en los compartimientos citoplasmatico y
nuclear, referenciandose el nimero de estas a un area de 10 um2. El método morfométrico

aplicado fue el descripto por F. D’amico & E. Skarmoutsou [108].

Como control negativo se reemplaz6 la incubacion del antisuero primario con PBS-BSA al
5% y adicionalmente se realizaron pre-incubaciones con sueros normales segun
correspondiera la especie en la que fueron obtenidos los anticuerpos primarios utilizados.
Luego, se obtuvieron microfotografias de los controles negativos con el propdsito de
analizar el “background” de posibles uniones inespecificas generadas por el anticuerpo
secundario, fijandose 5 particulas de oro coloidal como punto de corte a partir del cual se

considera positiva la inmunomarca del antigeno en estudio (Figura 11).
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Figura 11. Microfotografias representativas de controles negativos. A) Las microfotografias muestran
escasas particulas de oro en los diferentes compartimentos subcelulares utilizando PBS-BSA 5% o sueros
normales especificos en reemplazo del anticuerpo primario y una dilucién apropiada de anticuerpo
secundario en células de la ZM. B) Para asegurar la especificidad en los criterios de positividad
determinados, se evalud ademas el porcentaje de particulas de oro coloidal que se visualizaron en los
granulos de secrecion de células endocrinas en el AP, ya que, al no expresar los marcadores CS/P, sirven
como control de uniones inespecificas de oro coloidal. Las particulas de oro de 15 nm se indican mediante
puntas de flechas y circulos. Magnificacion original 16700x.

Inmunofluorescencia en tejido hipofisario

Muestras fijadas en frio

Las hipéfisis de los diferentes grupos experimentales en estudio se colocaron en Crioplast
(Biopack, Buenos Aires, Argentina) contenido en un criomolde (Sakura 4557), se
sumergieron en nitrégeno liquido unos minutos hasta la solidificacion del medio de
inclusién y se conservaron a -802C. Para las inmunodeterminaciones se obtuvieron
secciones en criostato de 10 pm de espesor aproximadamente. Por ultimo, los cortes se
adhirieron a portaobjetos tratados con xilano a TA, cuya superficie atrae

electrostaticamente las secciones de tejido congeladas.
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A continuacion, las muestras fueron fijadas en metanol absoluto por 5 min, lavadas con
PBS y posteriormente incubadas con 5% de PBS-BSA por 1 h para bloquear las uniones
no especificas. Para la deteccion de los marcadores asociados a fenotipo SC y progenitor
se utilizaron los siguientes anticuerpos:

-anti-GFRaZ2 (conejo, 1/100 de Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TXS)

-anti-Sox2 (raton, 1/200 Millipore, Billerica, MA)

-anti-Oct-4 (conejo, 1/500 Cell Signaling technology, Inc., Danvers, MA)

-anti-Sox9 (ratén, 1/200 Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TXS)

Las muestras fueron incubadas a 4 °C toda la noche en cAmara himeda con los antisueros
primarios especificos, luego lavadas con PBS y expuestas con un anticuerpo secundario
anti-conejo Alexa 594 (1/1000; Invitrogen, Carlsbad, EE.UU) o anti-ratén Alexa Fluor 488
(100 pg/ml, Invitrogen, Eugene, OR) por 1 h a TA y montados con fluoromount

conteniendo DAPI.

Para el analisis de la co-expresiéon de GFRa2/Sox2, Oct-4/Sox2, GFRa2/Vimentina y
GFRa2/Nestin (raton, 1/100 Millipore, Billerica, MA) se realizd6 una doble
inmunodetecciéon en dias consecutivos con el objetivo de evitar posibles marcas
inespecificas dadas por el anticuerpo secundario. Durante el primer dia, las muestras
fueron incubadas con un anticuerpo obtenido en conejo a 4 °C toda la noche en camara
himeda. Posteriormente fueron lavadas con PBS e incubadas con un anticuerpo

secundario marcado con Alexa 594 (1/1000) por 1 h a TA.

El segundo dia, las muestras fueron lavadas con PBS e incubadas con un anticuerpo anti-

raton a 4 °C toda la noche, luego lavadas e incubadas con el anticuerpo secundario Alexa
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Fluor 488 (100 pg/ml). Para validar la especificidad de las inmunodetecciones, se
realizaron controles negativos aplicando el mismo protocolo pero sustituyendo el
anticuerpo primario con PBS-BSA 5%, seguido por la incubacién de los diferentes

anticuerpos secundarios.

Muestras incluidas en parafina

El material incluido en parafina se empleé para realizar inmunomarcaciones con los
anticuerpos anti-Sox9 (ratén, 1/200) y anti-BrdU (ratén, 1/100 GE, Bioscience
Healthcare, UK). Los anticuerpos secundarios utilizados fueron los descriptos para la

técnica anteriormente mencionada.

A continuacidn se detalla la técnica de inmunofluorescencia aplicada:

-Desparafinado e hidratacion

Xilol 3 pasajes de 5 min c/u
Alcohol 5 min
PBS 5 min

-Lavado con PBS

-Tratamiento para disminuir la autofluorescencia del tejido
Etanol/Amoniaco 0,25 % por 1 h
-Las muestras destinadas a evaluar proliferacion fueron tratadas con HCI 1N por 20 min
-Bloqueo de uniones no especificas
PBS-BSA 5 % a TA por 30 min
-Incubacién con anticuerpo primario
1 haTAy posteriormente toda la noche a 4 °C
-Lavado con PBS

-Incubacién con anticuerpo secundario
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-DAPI y montaje con fluormount
Para demostrar la especificidad de la reaccidn, las secciones fueron incubadas con PBS-

BSA 5 % en reemplazo de los anticuerpos primarios.

Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio invertido confocal con laser de
barrido FluoView FV1000 (Olympus, Tokio, Jap6n) o con el microscopio de
epifluorescencia Axioplan (Carl Zeiss, Jena, Alemania) pertenecientes al laboratorio de
microscopia Optica del CIQUIBIC, Facultad de Cs. Quimicas, UNC. Para microscopia
confocal, se utilizé un laser de ion-Ar a 488 nm para la excitacion de fluorescencia verde
y uno a 543 nm para la excitacion de fluorescencia roja. Para el microscopio de
epifluorescencia se emple6é una ldmpara de mercurio Osram 50 W. Se recolectaron
imagenes de una serie de secciones utilizando un objetivo de 20, 40, 60 X y el analisis de

las mismas fue realizado utilizando el software Image] 1.47v.

Captacion de BrdU en las células del AP y ZM

El reactivo 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU; Sigma, St. Louis, MO), que se incorpora en el
ADN en lugar de timidina en las células en la fase S del ciclo celular, se disolvié en PBS (50
mg/ml) y se inyecté intraperitonealmente a una dosis de 50 mg/g de peso delarata 12 h

antes de la decapitacidn.

Cuatro glandulas por grupo experimental fueron fijadas en formaldehido al 4%,
deshidratadas en concentraciones crecientes de etanol e incluidas en parafina. Se
obtuvieron secciones de 3-5 pm de espesor, se desparafinaron, rehidrataron y se lavaron
en PBS; para inhibir la actividad de la peroxidasa endégena fueron tratadas con H202 al

3% durante 15 min, después de lo cual se aplicd 5% de PBS-BSA durante 1 h para bloquear
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uniones no especificas del anticuerpo secundario. Las secciones se incubaron a 4 °C
durante toda la noche en una solucidén que contiene el antisuero primario anti-BrdU
(ratén, 1/100); a continuacién, los portaobjetos se lavaron con PBS y se expusieron a un
anticuerpo secundario marcado con biotina contra IgG de ratén a TA durante 30 min y
para el complejo ABC durante 30 min (Vector Labs, Burlingame, CA). Posteriormente, los
portaobjetos se sumergieron en una solucién que contiene 3-3'diaminobenzidine (Sigma,
St. Louis, MO) en 0,1 M de tampén Tris, pH 7,2 con 0,03% de H202, se contratifieron con
hematoxilina, deshidrataron y montaron con medio liquido DPX (Sigma, St. Louis, MO).
Los controles negativos de la inmunomarcacién fueron realizados en paralelo siguiendo

los mismos pasos descriptos, pero omitiendo el anticuerpo primario anti BrdU.

El analisis morfométrico fue realizado en secciones coronales de las hipdfisis incluyendo
ZM y AP, analizdndose 3 niveles de cada glandula separados por 50 um. Células BrdU
inmunoreactivas en el nucleo se observaron con un microscopio éptico a un aumento de
X 400, para la ZM se analizaron el total de células que comprenden las dos capas y una

cantidad de 5000 células se estudiaron en el AP.

Citometria de flujo

Las hipofisis fueron removidas y colocadas en medio de cultivo esencial minimo (SMEM,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Posteriormente, las glandulas fueron cortadas en
pequefios fragmentos y se incubaron con 0,4 % de tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) en SMEM durante 20 min. La actividad enzimatica de la tripsina fue inhibida
utilizando medio con 10% de suero fetal bovino (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA). A

continuacion, la dispersion celular fue lavada 3 veces con SMEM y centrifugada después
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de cada lavado por 3 min a 1000 rpm. Luego, las células fueron dispersadas
mecanicamente con pipetas Pasteur de calibre decreciente para obtener una suspension
celular homogénea. En cada cultivo primario se obtuvo un rendimiento celular de ~1,5-2
x 10¢ células por glandula, siendo la viabilidad celular superior al 90% analizada por la
exclusién de azul de tripan, observandose en todos los cultivos. Finalmente, la suspension

celular final se ajusté a 1 x 106 células/ml de medio SMEM.

Las células fueron centrifugadas a 1000 rpm por 5 min con buffer conteniendo PBS, 1%
de azida sdédica y 2% suero fetal bovino, con la doble funcién de proteger las células y
bloquear uniones inespecificas. Luego las células dispersadas fueron incubadas con: anti-
GFRaZ2 (conejo, 1/100 de Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, TXS), anti-Sox2 (conejo,
1/200 Millipore, Billerica, MA), anti-Sox9 (ratéon, 1/200 Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
Dallas, TXS) y anti-Oct-4 (conejo, 1/500 Cell Signaling technology, Inc., Danvers, MA) o
con un control de isotipo apropiado, durante toda la noche a 4 °C, lavadas e incubadas con
un anticuerpo secundario Alexa Fluor 647 (1/1000, Invitrogen, Eugene, Oregon) o FITC
(1/300, Santa Cruz Biotechnology) por 1 h a4 °C. A continuacidn, las células fueron fijadas
(CITOFIX, BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) por 20 min a 4 °C y posteriormente
permeabilizadas con Perm/Wash (BD Biosciences Pharmiogen, San Diego, CA). Como
control de isotipo, las células se incubaron con suero normal de especie apropiada en
lugar de los antisueros primarios. Finalmente, las células fueron lavadas, resuspendidas
en PBS filtrado y analizadas (1 x 10> eventos/tratamiento experimental) con un citometro
de flujo FACS Aria II (Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ perteneciente al CIBICI-
CONICET, Facultad de Ciencias Quimicas, UNC). El analisis de los datos fue realizado

utilizando el software Flow]Jo (Tree Star, Ashland Inc., OR)
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Materiales y Métodos

Microdiseccion de captura laser y aislamiento del ARNm de ZM y AP
hipofisario

Las glandulas hipofisarias de ratas correspondientes a los grupos Gestacién y Lactancia
se sumergieron en solucion de tampon con Tris 0,1 M, sales de zinc (5 g ZnClz, 6 g ZnAc2.2
H20, y 0,1 g CaAc2) y 30% de sacarosa, luego se congelaron en medio Crioplast. Se
obtuvieron secciones de 15 pm usando un criostato (Shandon Cryotome® SME),
transfirieron a una membrana de naftalato de polietileno, fijaron en etanol al 70 % a -20
°C y se deshidrataron sobre silice activado. Las regiones de interés: ZM y AP fueron
morfolégicamente identificadas y capturadas mediante microscopia de diseccién laser
(Figura 12) (Leica® LDM6000). Se recogieron las zonas disecadas en 20 pl de buffer de
lisis y el ARN total se aislé utilizando un Mini Kit de Aislamiento de ARN, illustra RNAspin

(GE, Bioscience Healthcare, UK), siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Figura 12. Definicién de las regiones anatémicas de la hipdfisis para el analisis de microdiseccién
laser. A) Regiones definidas para las muestras de la zona marginal. B) Zonas seleccionadas cortadas por el
laser correspondientes a la ZM. C) La linea de puntos indica la zona seleccionada para la muestra del AP.
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La sintesis de ADN complementario (ADNc) se realizé mediante la incubacién de 11 pl de
RNA total extraido de las regiones ZM y AP con 9 pl de mezcla de reacciéon que contenia:
4 pl tampoén FS (5x), 1 pl de dNTPs (10 mM), 1pl de random hexamers (50-250 ng), 1 pl
M-MLV transcriptasa reversa (200 U/ul), 0,5 ul de RNasa out (40 U/ul) y DTT 1,5 ul (0,1
M). La reaccidn de transcripcidn reversa se realizo en el 5332 Eppendorf Mastercycler
utilizando el siguiente ciclo de temperaturas: 10 min a 70 ° C, 1 min en hielo, 10 min a 25

°C,1ha37°C y15mina70°C.

Andlisis de la expresion génica por qPCR

El andlisis de PCR en tiempo real (qPCR) se realiz6 en el sistema de deteccién 7500 ABI
Prism (Applied Biosystems, Foster City, CA) utilizando la Master Mix SYBR Green PCR
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA). Los primers creados para
cada gen de estudio se detallan en la tabla 1. Se calcularon los cambios relativos en la
expresion de cada gen utilizando el método 2-2ACt normalizando con el gen de -actina.
Para cada par de cebadores, las curvas de disociacién resultaron en un solo pico, lo que
indica que sélo una especie de ADNc se amplifico y sus eficiencias de amplificacion se
calcularon utilizando las curvas de calibracién generadas por diluciones en serie de ADNc
obtenidos a partir de embriones a las 10 semanas de gestacién. Todos los primers fueron

sintetizados por GBT Oligos Genbiotech (Buenos Aires, Argentina).

Tabla 1. Oligonucleétidos y tamafos esperados amplificacion en la qPCR de los

marcadores analizados.
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Marcador Secuencia nucleotidica Numero de acceso al Genbank
(posicion del fragmento
amplificado)
Oct-4 F:5’ACACCTGGCTTCAGCTTCG3’ NM_001009178
R:5’CAGAGTCTCCACGCCAACTT3’ (89-448)
Sox2 F:5'CTCTGTGGTCAAGTCCGAGG3’ NM_001109181
R:5' CTCTTTTGCACCCCTCCCAA3Z’ (1092-1379)
GFRa2 | F:5’TCAGGGACTTCACGGAAAAC3’ NM_012750
R:5’AGATGTGCAGGTGGTGATGA3’ (1136-1332)
Sox9 F:5TGAAGATGACCGACGAGCAG3’ XM_003750950
R:5" GTGTGGCTTGTTCTTGCTGG3’ (406- 676)
Prop1 F:5’AGTCAGCCTTTGGGAGGAAC3’ NM_153627
R:5' TAGTGACCGCTCTTGCTTCC3’ (248- 368)
Pit-1 F.5’GGAGAGCACAGCAAACCTTC3’ L01506
R:5’ATGGCTACCACAGGCAAGTC3’ (748-980)
B-actina | F:5’ACCCACACTGTGCCCATCTA3’ NM_031144
R:5’CGGAACCGCTCATTGCC3’ (556-845)

F: forward primer, R: reverse primer.

Para evaluar la especificidad de la microdiseccion en los cortes de la ZM, utilizamos la
expresion de marcadores stem conocidos, GFRa2, Oct4 y Sox2. Como se muestra en la
figura 13, estos marcadores se incrementaron significativamente en la ZM vs. AP de
hipofisis de ratas adultas, lo que indica el enriquecimiento de SC en la ZM. A su vez, para
verificar el enriquecimiento de las células endocrinas en las muestras de AP, decidimos
evaluar los niveles de expresién de un marcador conocido de células diferenciadas, el gen
de PRL. El analisis de la expresion de PRL en las dos zonas de interés por qPCR mostré
que las muestras de la zona de AP son altamente enriquecidas en el ARNm de PRL.
Teniendo en consideracién que el método de diseccion laser es manual, podriamos
explicar los bajos niveles de ARNm de PRL observados en las muestras de ZM, por arrastre
de pocas células del AP. Este bajo grado de contaminacién de células de diferentes zonas
también fue reportado por otros autores que utilizaron esta técnica en hipéfisis adultas

[109].
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Figura 13. Los niveles de ARNm de los marcadores de SC y PRL fueron relativamente cuantificados a los de
B-actina. Los resultados de los niveles de ARNm de los marcadores de SC y PRL del grupo AP se compararon
con los del grupo ZM. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes y se analizaron
mediante la prueba t-test. * p<0,05.

Con el fin de seleccionar el gen normalizador mas apropiado en nuestro estudio, se evalu6
la expresion de [3-actina, GAPDH, 18S y L19 en las muestras de ZM y AP de hipdfisis de
ratas de los grupos COP y a término de la gestacion, ya que se consideraron para estudios

posteriores como grupos control para el analisis estadistico.

Los valores obtenidos a partir de la expresion de [3-actina en las muestras de interés, ZM
y AP de los grupos COP y AT, se compararon estadisticamente con la expresion de GAPDH,
18S y los genes L19 por el test de Kruskal-Wallis y 1a prueba de comparacion multiple de
Dunn. Asi, los resultados obtenidos mostraron que la expresion de -actina no cambio
respecto a la expresion del 18S (p =0,9725) y L19 (p = 0,6793) en las zonas de interés de
los grupos de estudio. Sin embargo, se detect6 una variacién significativa con el gen

GAPDH (p = 0,0599) en las condiciones evaluadas (figura 14). En conclusidn, se verifico
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con este estudio que no hubo diferencias significativas de la expresion del gen (3-actina en

las zonas de interés, lo que permitio6 seleccionarlo como gen de referencia para el ensayo.
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Cultivo de hipofisis adultas para la obtencion de esferoides en

suspension

Para la puesta a punto del ensayo de formacién de esferas se utilizaron hipo6fisis de ratas
adultas que fueron colocadas en medio SMEM [110]. Posteriormente, las glandulas fueron
cortadas en pequefios fragmentos y se incubaron con 0,25 % de tripsina en SMEM durante
3 min. La actividad enzimatica de la tripsina fue inhibida utilizando medio con 10% de

suero fetal bovino. A continuacion, la dispersién celular fue resuspendida con SMEM,
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centrifugada por 3 min a 1000 rpm y cultivada en un medio al que llamamos de seleccidn,
compuesto por: 50 % “Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium” (DMEM, Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA), 50 % Ham F12 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 % SFB, 2 mM
glutamina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 200 U/ml penicilina (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA) y 200 U/ml estreptomicina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 48 h
para favorecer la adherencia a la placa de cultivo de células endoteliales y que no son
CS/P. Cumplidas las 48 h se recogid el sobrenadante y se dejé decantar las pituesferas y
posibles agregados celulares. Transcurrido ese tiempo, se realizé un cambio de medio por
el que denominamos “stem”, el que incluye: 50 % DMEM, 50 % Ham F12, factores de
crecimiento: EGF (20 ng/ml, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) y FGF (20 ng/ml],
Biolegend, San Diego, CA), 1 X B-27 (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA), 200 U/ml penicilina,
200 U/ml estreptomicina, 1 % fungizona (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). El B-27 es
un suplemento comercial que favorece la amplificacion de las esferas y no induce
diferenciacion. Este paso de decantacién y cambio de medio se realizé cada 48 h. Luego
de 5 pasajes se obtuvieron estructuras en suspensiéon (esferoides) denominadas

pituesferas enriquecidas en SC.

Ensavo de diferenciacion de los esferoides a células endocrinas v de

linaje neuronal

Protocolo de diferenciacion a células endocrinas

Los esferoides obtenidos luego de 5 pasajes se decantaron por 1 h y efectuandose un
cambio de medio de cultivo por medio de diferenciacién, compuesto por: DMEM/Ham F12

1:1, 5 mg/ml BSA, 200 U/ml penicilina, 200 U/ml estreptomicina y 2 mM glutamina. A
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continuacion, se realizé un recuento de esferas en camara de Neubauer, a fin de lograr

una cantidad de 10 esferas/pocillo/300 pl de medio de diferenciacion.

Luego, se hicieron cambios de medio suplementandose de acuerdo al siguiente esquema:

>
| | | | | |
0 2 4 6 8 10 dias
BiO 17-B estradiol :
250 nM/ml 50 ng/ml

En paralelo se realizaron controles con esferoides mantenidos en cultivo con medio base
o medio base con BIO ((2'Z3’E)-6-Bromoindirubin-3’-oxime) o medio base con 17-f

estradiol durante el tiempo establecido para este ensayo (figura 15).

Figura 15. A) Esferoide con cierto grado de desorganizacion obtenido luego de 10 dias de incubacién con
medio base y E2. Magnificacién Original: 200x. B) Células de un esferoide que expresan GFRa2 y PRL, luego
de 10 dias de cultivo con medio base y 17-f estradiol.
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Materiales y Métodos

Transcurrido el tiempo estipulado para este ensayo, las esferas fueron decantadas, fijadas
con formaldehido al 4% por 1 h y finalmente, incluidas en sucrosa al 30 % y conservadas

en heladera a 4 °C para realizar estudios posteriores.

Protocolo de diferenciacion a linaje neuronal

Los esferoides obtenidos luego de 5 pasajes se decantaron por 1 h y se efectué un cambio
de medio por medio de diferenciacién: DMEM/ Ham F12 1:1, 15% de suero fetal de caballo,

2,5 % de suero fetal bovino y 2 mM glutamina.

Posteriormente, se realizé un recuento de esferas en cAmara de Neubauer, de manera de
realizar diluciones para lograr una cantidad de 10 esferas/pocillo/300 ul de medio de
diferenciacion. Luego, se hicieron cambios de medio cada 48 h, completando un tiempo
de 10 dias. En paralelo se realizaron controles con esferoides mantenidos en medio base

sin suero (figura 16) durante el tiempo establecido para este protocolo.

Figura 16. Fotografia representativa de un
esferoide estimulado solo con medio base.
Nétese que se encuentra adherido ala placa
pero sin signos de diferenciacion y con
caracteristicas de estar comprometida su
viabilidad celular (areas oscuras).

Transcurrido el tiempo estipulado para este ensayo, los esferoides adheridos a

cubreobjetos de vidrio (13 mm) fueron fijados con formaldehido al 4 % por 1 h y
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finalmente, lavados con PBS y conservados en heladera a 4 °C para ser utilizadas en

ensayos posteriores.

Protocolo de auto-renovacion

Transcurridos los 5 pasajes, se obtuvieron esferoides en suspension que fueron
decantados, resuspendidos en PBS e incubados en 1 ml de Accutase (Gibco, Invitrogen,
Carlsbad, CA) por 40 min a TA. Luego, se realiz6 con vigorosidad “up and down” con pipeta
automatica p1000, se centrifugd y la suspension fue resuspendida en medio SMEM.
Posteriormente, se procedid a realizar un recuento celular en cdmara de Neubauer, de
manera de realizar diluciones seriadas y llegar a una concentracién de 200 células/100 pl
y 100 células/50 pl. Finalmente, las células fueron resuspendidas en medio “stem”y se
plaquearon las diluciones antes mencionadas en una placa de 96 wells sin tratamiento de
adherencia. Se renové el medio stem cada 48 h, completando un esquema de 7 dias y se

realizo el recuento de esferoides secundarios en microscopio invertido Axiovert 135.

Inmunofluorescencia en los esferoides

Los esferoides incluidos en sucrosa al 30 % se cortaron en el ultracriomicrétomo (Power
Tome XL, Boeckler Instruments, USA) en secciones de unas 200 pm de espesor. Estos
cortes se adhirieron a portaobjetos tratados con xileno que se encontraban a TA. Las
muestras se fijaron en metanol absoluto por 5 min, fueron lavadas en PBS e incubadas con
PBS-BSA al 5% por 1 h a TA. Para la deteccion de los marcadores asociados a fenotipo
stem, progenitor y de células diferenciadas se utilizaron como antisueros primarios los
siguientes anticuerpos: anti-GFRa2 (conejo, 1/100), anti-Sox2 (ratén, 1/200), anti-Sox9

(ratén, 1/200), anti-Oct-4 (conejo, 1/500), anti-PRL (conejo, 1/3000 National Hormone
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and Pituitary Program, del National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney
Diseases (NIDDK)), anti-Tuj1 (ratén, 1/2000 Sigma, St. Louis, MO) y anti-GFAP (conejo,
1/50 Promega Madison, WI). Las muestras fueron incubadas a 4 °C toda la noche en
camara humeda, luego lavadas con PBS e incubadas con un anticuerpo secundario anti-
conejo Alexa 594 (1/2000) o anti-ratéon Alexa Fluor 488 (200 pg/ml) por 1 ha TAy
montadas con fluoromount conteniendo DAPI. Para validar la especificidad de las
inmunodetecciones, se realizaron controles aplicando el mismo protocolo pero
sustituyendo el anticuerpo primario con PBS-BSA 5%, seguido por la incubacién de los

correspondientes anticuerpos secundarios.

Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio invertido confocal con laser de
barrido FluoView FV1000 o con el microscopio de epifluorescencia Axioplan
pertenecientes al laboratorio de microscopia 6ptica del CIQUIBIC, Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC. En caso del microscopio confocal, se utilizé un laser de ion-Ar a 488 nm
para la excitacion de la fluorescencia verde y uno a 543 nm para la excitacion de
fluorescencia roja y para el microscopio de epifluorescencia se utiliz6 para la excitacion
de los fluor6foros una lampara de mercurio Osram 50 W. Se recolectaron imagenes de una
serie de secciones utilizando un objetivo de 20, 40, 60 X y el analisis de estas imagenes se

realizd con el software Image] 1.47v.

Para el analisis de la co-expresiéon de Oct-4/Sox2 se realiz6 una doble inmunodeteccion
de ambos antigenos en dias consecutivos de manera de evitar posibles marcas
inespecificas dadas por el anticuerpo secundario. El primer dia, las muestras fueron
incubadas con un anticuerpo de especie conejo a 4 °C toda la noche en cdmara hiimeda,

lavados con PBS y seguido por la incubacién con un anticuerpo secundario anti-conejo
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Alexa 594 (1/2000) por 1 h a TA. A continuacidn, el segundo dia las muestras fueron
lavadas con PBS e incubadas con un anticuerpo de especie ratén a 4 °C toda la noche y

luego lavadas e incubadas con el anticuerpo secundario anti-ratén Alexa Fluor 488 (200

hg/ml).

Analisis estadistico

El estudio estadistico se realizé6 mediante un analisis de varianza seguido del post-test de
Tukey o T-test (SPSS Inc. SPSS Statistics para Windows, version 17.0. Chicago). Los
resultados se muestran como la media + SEM y los datos se obtuvieron a partir de ensayos
por triplicado en tres experimentos independientes. El nivel de significacion elegido fue

p<0,05.
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Estudios previos del grupo de investigacion sobre la plasticidad celular
hipofisaria

Trabajos realizados previamente en el Centro de Microscopia Electronica han descripto
cambios morfolégicos y morfométricos que manifiestan las células adenohipofisarias en
respuesta a estimulos especificos, tanto en condiciones fisioldgicas como patologicas
[111, 112]. En particular, durante la lactancia se observo un incremento significativo del
numero de células lactotropas, representando alrededor del 50% de la poblacién total de
la hipdfisis en el dia 4 de lactancia activa. Al remover el estimulo de la succién, este
porcentaje disminuyd progresivamente hasta alcanzar valores similares a los observados
en hipofisis de ratas antes de la gestacion (30%) [113]. Otro aspecto motivo de estudio ha
sido el proceso de transdiferenciacién como posible mecanismo de neogénesis celular
hipofisaria. Al respecto, Pasolli y col. demostraron que las células mamosomatotropas son
un tipo celular inusual en la hipoéfisis de ratas adultas intactas, ovariectomizadas y
orquiectomizadas (0,1-0,2% de la poblacion celular total en el parénquima hipofisario),
razon por la cual resulta controversial el rol propuesto para este tipo celular como células

de “transicion” en la presuntiva interconversion de células PRL+ a GH+ y/o viceversa

[114].

Continuando con esta linea de investigacion y considerando los reportes bibliograficos de
los ultimos afios sobre la existencia de ASC en la glandula hipofisaria, en el presente
trabajo nos centramos en el estudio del nicho de las CS/P en hipo6fisis de ratas adultas, su
identificacién con marcadores especificos y contribucién en la renovaciéon celular

hipofisaria durante el ciclo estral, gestacion y lactancia activa.
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Objetivo
Especifico Identificar la poblacion de CS/P
en la glandula hipofisaria de ratas adultas.

» Estudio topografico de la ZM

En primera instancia, nos propusimos localizar topograficamente la ZM, al ser propuesta
como nicho de SC en hip6fisis de ratas adultas y estudiar la morfologia de las células que
la componen mediante MOAR, para identificar con mayor resoluciéon las SC. Como se
muestra en la Figura 17, 1a ZM se halla conformada por dos capas de células no secretoras,
una de ellas se encuentra delineando la hendidura o cleft y la otra, situada por debajo, en

continuidad con la pars distalis.
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Figura 17. Microfotografia de glandula hipdfisis de rata hembra adulta incluida en resinas epdxicas
y coloreada con azul de toluidina. Se identifican las diversas zonas de la glandula, resaltando la
localizacion de zona marginal (indicada por linea de puntos), la cual limita con la hendidura. Magnificacion
original 400x. Inset: Obsérvese en detalle las extensiones apicales de células situadas en la primera capa de
la ZM. Magnificacién original 1000x.

> Estudio a nivel ultraestructural de las células que componen la ZM

Mediante microscopia electrénica de transmision se obtuvieron, por primera vez,
evidencias sobre la composicién y morfologia de las células presentes en la ZM. Aquellas
que forman la primera capa de la ZM tuvieron, en general, un aspecto cuboide,
presentaron una relacion nucleo/citoplasma incrementada con respecto a las células del
AP, ausencia de granulos secretorios y en algunas de ellas se observaron prolongaciones
apicales en la membrana plasmatica, del tipo de cilios y microvellosidades. Estas células

con diferenciacion apical de membrana, estan orientadas hacia el cleft (Figura 18). La
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presencia de cilios en algunas células de la primera capa de la ZM en la hipéfisis adulta

sugiere que podrian retener el cilium primario presente en las células embrionarias [115].

Figura 18. Micrografia electronica de la zona marginal en la glandula hipofisaria. A) SC de la ZM con
cilios y microvellosidades. Ademas se aprecian CM fusiformes. ZM se halla delimitada por linea de puntos.
CM: células mesenquimales. Magnificacidn original 2100x. B) Célula madre ciliada que presenta cuerpos
basales (puntas de flechas) y axonemas (asterisco). Néotese la abundante cantidad de mitocondrias que
presenta este tipo celular. Magnificacion original 6000x. SC: stem cell.

> Identificacion de células con fenotipo stem y progenitor en la ZM

Luego de confirmar que las células de la ZM poseen caracteristicas ultraestructurales
similares a las que presentan las SC en otros 6rganos, nos propusimos dilucidar si las
mismas expresan marcadores asociados al fenotipo stem/progenitor. En consecuencia,
surge el interrogante, ;Cuales son los marcadores mas adecuados para identificar esta

poblacion de CS/P adultas en la hipofisis?

Para responder a esta incognita, se ha postulado que durante el proceso de reclutamiento
y diferenciacion propuesto para las SC hipofisarias participarian diferentes marcadores

asociados a cada una de estos eventos. Las células reclutadas serian las SC propiamente
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dichas las que deberian expresar marcadores como Sox2 y Oct-4, ambos factores de
transcripcion reconocidos como proteinas fundamentales en la preservacion del genoma
pluripotente de las SC. Cabe recordar que se ha propuesto al receptor de membrana,
GFRa2, co-factor del receptor Ret, como marcador especifico de SC hipofisarias [116]. A
su vez, estas células también podrian expresar marcadores de tipo endotelial como 3-
catenina y E-cadherina, jugando ambas proteinas un rol fundamental en la adhesién
celular y ademas estarian involucradas en cascadas de sefalizacion que conllevan al

proceso de diferenciacion.

Si se considera la presencia de un verdadero nicho de SC en la ZM, algunas células
deberian presentar positividad para los marcadores propuestos de células de sostén

como, Vimentina y Nestin.

Las SC hipofisarias adultas, ante determinados estimulos, pueden activarse y durante la
etapa de expansion representada por células que han adquirido un determinado
compromiso celular, expresar el marcador de fenotipo progenitor, Sox9. Finalmente,
durante la etapa de diferenciacion, una célula destinada a ser lactotropa, por ejemplo,
expresara en primer lugar el factor de transcripcion PROP1, seguido por la sobre-

expresion del factor Pit-1, para convertirse finalmente en una célula PRL+.

En resumen, los marcadores utilizados para el estudio de identificacién del nicho en la ZM

fueron:
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Marcadores seleccionados

Fenotipo Stem Oct-4-Sox2-GFRaZ2
Fenotipo Progenitor Sox9
Células de Sostén Nestin-Vimentina
Otros (células endotelial) B-catenina

La expresion de los marcadores seleccionados para fenotipo stem, los factores de
transcripcion Oct-4 y Sox2, fue analizada por microscopia de epifluorescencia (Figura 19),
demostrandose la existencia de células inmunopositivas para estos marcadores situadas

en la ZM. Ambos marcadores fueron identificados tanto a nivel citoplasmatico como

nuclear.
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Figura 19. Expresion de marcadores de fenotipo stem en células de la zona marginal de hipéfisis
adulta. Las fotografias revelan los marcadores Oct-4 (A) y Sox2 (B) en células situadas en la ZM (indicada
por la linea de puntos). Magnificacion original 400x.

También se evidencioé la expresion del receptor GFRa2, marcador especifico para SC
hipofisarias, en células de la ZM y en algunos grupos celulares del AP en hipdfisis de ratas
hembras adultas (Figura 20). Nétese que estos grupos celulares GFRa2+ se detectaron

cercanos al drea de la ZM.

hW

/'

Figura 20. Expresion de GFRa2 en células de la ZM de hip6fisis adultas. Se identifican areas de la ZM
(indicada por el circulo) y en AP (indicado por flechas) que exhiben inmunoreactividad para el marcador
de SC especifico de hipo6fisis. Magnificacion original 200x.

En ZM se observaron ademas células inmunoreactivas para el factor de transcripciéon

Sox9, marcador de fenotipo progenitor (Figura 21).
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ZonaMalginal Pars Intermedia

DAPI

Pars Distalis

Figura 21. Expresiéon de Sox9. Se identifican células inmunopositivas para el marcador de fenotipo
progenitor en células de la ZM (indicada por linea de puntos) de hipdfisis adultas de ratas hembras.
Magnificacién original 400x.

En estudios recientes, se ha reportado la presencia de células Sox2+ en el AP de hipdfisis
adultas [117]. Este hallazgo ha sugerido la presencia de subpoblaciones de células
progenitoras o células amplificadoras de transito, con diferente potencial de
proliferacion/diferenciacion, tal como se describe en otros sistemas [118]. Con estos
antecedentes nos propusimos analizar la expresion del marcador de fenotipo stem, Sox2
y el de fenotipo progenitor, Sox9, en el AP de hipéfisis adultas. Como se evidencia en la
Figura 22, se observaron escasas células dispersas con expresion citoplasmatica para
Sox2; mientras que las células Sox9 inmunopositivas generalmente se presentaron

formando pequefios grupos celulares en el AP.
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Figura 22. Microfotografias de la expresion de los marcadores Sox2 y Sox9 en adenoparénquima de
ratas adultas. Sox2 (A) se identifico en escasas y aisladas células, en tanto Sox9 (B) fue inmunoreactivo en
escasos conglomerados celulares. Magnificaciones originales: A: 600x. B: 400x.

En la actualidad atn es motivo de debate la definicién de cuando una célula es una
verdadera SC: si es aquella que expresa uno o co-expresa dos o mas marcadores asociados
al estado pluripotente [119]. Para obtener nuevas evidencias y responder esta incognita,
verificamos mediante microscopia confocal, la co-expresion de los marcadores asociados
a fenotipo stem: Oct-4/Sox2 y GFRa2/Sox2. (Figura 23). El andlisis realizado evidenci6
algunas células que co-inmunomarcaron para Oct-4/Sox2 (Figura 7) y para GFRa2/Sox2

(Figura 24) en la ZM.
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Figura 23. Co-expresion de Oct-4/Sox2. Ambos
marcadores de fenotipo stem se
inmunolocalizaron en ZM, tal como se observa
para Oct-4 (A) y Sox2 (B). El analisis de la co-
expresion puso en evidencia (C), células dispersas
que marcan para ambos factores. Magnificaciéon
original 400x.

Figura 24. Co-expresion de GFRa2 y Sox 2 en
células de la zona marginal. Las micrografias Ay
B muestran la localizacién y distribucion de los
marcadores GFRa2 y Sox 2, respectivamente. En C
se destacan algunas células que co-expresan
ambas proteinas. Magnificacion original 400x.
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Resumen de los principales hallazgos obtenidos de la identificacién de marcadores de

CS/P por IF en ZM:

-La ZM de hipdfisis de ratas hembras adultas esta constituida por células que expresan los

marcadores de SC: GFRa2, Oct-4 y Sox2 y células progenitoras, Sox9 positivas.

-Algunas células de la ZM co-expresan los siguientes marcadores de SC: GFRa2/Sox2 y

Oct-4/Sox2, lo cual podria indicar un alto grado de indiferenciacién en estas células.

» Localizacion y distribucion subcelular por ICQU de marcadores

asociados al fenotipo de las SC en ZM de hipdfisis de ratas adultas

Posteriormente, para dilucidar si las células que expresan los marcadores estudiados
comparten las caracteristicas morfolégicas ultraestructurales de células embrionarias
evidenciadas en otros nichos de SC, se analiz6 la expresion de los marcadores asociados a
fenotipo stem/progenitor en células de la ZM por ICQU. Como se observa en la Figura 25,
en general la expresion de GFRaZ y Oct-4 fue intensa en células ubicadas en la region
alrededor del cleft. En particular, la expresion de GFRaZ present6 una distribuciéon
citoplasmatica dispersa en células de la primera capa de la ZM. En tanto, Oct-4 fue
inmunodetectado en el nudcleo y citoplasma de las células. Ambos marcadores se
expresaron principalmente en células ciliadas o con microvellosidades. Por otra parte, la
expresion de Sox2 y Sox9 se presentd en células de la ZM y ademas, en células endocrinas
del parénquima hipofisario (Figura 26). Una observacion interesante fue que Sox2 se
inmunolocaliz6 en el nucleo de células con caracteristicas de SC de la ZM. Por su parte, la

expresion de Sox9 fue mas débil en el nudcleo y citoplasma de estas células. Estos
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resultados confirman la identidad de SC con caracteristicas morfologicas de células

embrionarias en la ZM.

Figura 25. Inmunocitoquimica ultraestructural de marcadores CS/P en la MZ de las glandulas
hipofisarias de ratas adultas. A) Micrografia de una célula GFRa2+ localizada en la primera capa de la ZM,
con cilios en la membrana apical. El recuadro de puntos muestra la ubicacion de la zona del inset. Inset:
Particulas de oro coloidal que marcan inmunoreactividad moderada en el citoplasma cerca de la membrana
plasmatica. Magnificacién original 10000x. B) Inmunocitoquimica ultraestructural para Oct-4. Se aprecian
microvellosidades en la membrana apical. Inset: Se observa inmunopositividad para el factor a nivel del
citoplasma. C) Célula Sox2+ de la ZM exhibiendo una mayor inmunoreactividad nuclear que la observada
en la matriz citoplasmatica. D) Célula inmunopositiva para Sox9 presente en la ZM que muestra
inmunoreactividad citoplasmatica. Magnificacion original de B, Cy D: 16700x.
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Figura 26. Inmunomarcacion ultraestructural de Sox2 y Sox9. A) Célula enddcrina del AP exhibiendo
inmunoreactividad para Sox2 en citosol y RER. B) Célula endécrina inmunopositiva para Sox9 que muestra
particulas de oro coloidal libres y asociadas a RER en el citoplasma. Magnificacién original de Ay B: 16700x.
Flechas: particulas de oro de 15 nm.

> Identificacion de células de sostén que forman parte del nicho de SC

en ZM de hipdfisis adultas

Nestin ha sido reportado en diferentes nichos de SC identificando células stem
mesenquimales en islotes pancreaticos y en médula 6sea [120]. Sin embargo, este
marcador también ha sido uno de los mas utilizados para identificar las SC del SNC en
desarrollo, asi como en las células madre neuronales obtenidas in vitro [121].
Considerando estos hallazgos nos propusimos como objetivo identificar las células que

expresan Nestin en el nicho de SC hipofisario.

El andlisis por inmunofluorescencia de este marcador permitié evidenciar la presencia de
células inmunoreactivas, distribuidas aisladamente tanto en ZM como en los otros lébulos
hipofisarios (pars distalis y nervosa) (Figura 27). En pars distalis se observaron algunas
células Nestin+ con prolongaciones citoplasmaticas caracteristicas de células de fenotipo

mesenquimal.
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Para dilucidar si células Nestin+ en ZM expresaban GFRa2, marcador especifico de SC, se
realizaron dobles inmunomarcaciones para identificar los dos factores. Como se observa

en la Figura 28, no se detect6 co-localizacién de Nestin con GFRaZ2 en células de la ZM.

Este hallazgo permite confirmar la presencia de Nestin en células con fenotipo stem

mesenquimal que forman parte del nicho de SC hipofisario.

Pars Nervosa

Nestin

Figura 27. Expresion de Nestin en células de ZM de hipdfisis de ratas adultas. Se observan algunas
células de la ZM que presentan inmunopositividad citoplasmatica para el marcador Nestin. Se localizan
otras células en la pars nervosa que presentan positividad para este marcador. Magnificacién original 600x.

1
.
’

Nestin Zona *
Marginal

Zona
Pars Distalis Pars Nervosa Pars Distalis Marginal Pars Nervosa
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Figura 28. Expresion de Nestin y GFRa2 en células de zona marginal de hip6fisis de ratas adultas. Se
visualiza la presencia de células inmunopositivas para Nestin y GFRa2 a lo largo de ZM. Nétese que algunas
células Nestin+ emiten largas prolongaciones y se localizan también en la pars distalis (asterisco). No se
identifica co-expresion de ambos marcadores en ZM. Magnificacion original 600x.

Otro de los marcadores utilizados para identificar células mesenquimales del estroma de
nichos de SC es el filamento intermedio Vimentina [122, 123]. Como se muestra en las
Figuras 29 y 30, el marcador se expresé en la ZM y no present6 co-expresion con GFRaZ2.
Ademas, se observo positividad para Vimentina en células endoteliales localizadas en los

tres l6bulos de la hip6fisis como se muestra en la figura 29.

Considerando los hallazgos obtenidos para Vimentina y teniendo en cuenta los resultados
obtenidos para el marcador Nestin, se concluye que el nicho de SC en ZM, esta formado
por distintas poblaciones de células madre mesenquimales, las que actuarian como

células de sostén de las CS/P.

Vimentina.’ - Pars Distalis .-

y ’, -k =l ) ) % ; y
Pars‘Nervosa L. -Pars Intermg@ia,

Figura 29. Expresion de Vimentina en hipéfisis adultas. Las flechas indican una marcada expresion de
Vimentina en algunas células de la ZM. Nétese la presencia del este marcador en pars distalis, intermedia y
nervosa. Aumento original 200x.
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Pars Distalis

Pars Nervosa

Pars Intermedia

Figura 30. Inmunomarcacién de Vimentina y GFRa2 en ZM de hip6fisis de rata. Se destacan células de
la ZM que presentan inmunopositividad para el marcador Vimentina pero no co-expresiéon con GFRaZ2.
Magnificacién original 600x.

Con el fin de determinar la localizaciéon precisa de las células mesenquimales que
expresan Vimentina en el nicho de SC hipofisarias, se identificaron estas células en ZM por
ICQU. La expresion de la misma se observo en el citoplasma de células fusiformes ubicadas
por debajo de células con caracteristicas morfologicas descriptas para SC (Figura 31). El
estudio a nivel ultraestructural mediante la identificacion especifica de Vimentina
permitié confirmar la identidad de las células mesenquimales de sostén que forman parte

del nicho de SC hipofisarias.
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Figura 31. Inmunolocalizacién ultraestructural de Vimentina en células mesenquimales de zona
marginal. Se aprecia una célula positiva para el marcador localizada en la segunda capa de la ZM debajo de
una célula ciliada. La linea de puntos indica el limite entre la primera y la segunda capa de células de la ZM
y el cuadrado de puntos muestra la ubicacién de la zona del inset. Magnificacion original 7500x. Inset:
particulas de oro de 15 nm identificadas por flechas. ZM: Zona Marginal.

> Localizacién de 3-catenina en células del nicho en ZM de hipéfisis de

ratas adultas

Por ultimo, para completar la caracterizacion del nicho de células stem hipofisarias, se
analizé la expresiéon del marcador 3-catenina. Como ya se especificara con anterioridad,
se ha reportado la presencia de [3-catenina en las ESC y ASC en las que cumpliria un rol
dual de acuerdo a su localizacién como proteina de adhesion celular o como segundo
mensajero de la via Wnt. Si bien se ha detectado que las células de la ZM expresan esta

proteina [76], no ha sido descripto el tipo celular que lo expresa ni su localizaciéon
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subcelular. Mediante ICQU observamos la expresion de [-catenina en células de la

primera y segunda linea de la ZM, frecuentemente asociada a la membrana plasmatica

(Figura 32).

Figura 32. Microfotografia electronica de lainmunomarcacién de 3-catenina en glandula hipofisaria
de rata adulta. Se identifica una célula positiva para (3-catenina localizada en la primera capa de la ZM. La
linea de puntos indica el limite entre la primera y la segunda capa de células de ZM y el cuadrado de puntos
muestra la ubicacion de la zona del inset. Magnificacién original 7500x. Inset: particulas de oro de 15 nm
identificadas por flechas ubicadas cerca de la membrana plasmatica. ZM: Zona Marginal.
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ObiEti)’? Determinar la capacidad de células aisladas de hipéfisis
Especifico | ;qyltas de formar estructuras esferoidales enriquecidas

| en CS/P in vitro.

La caracterizacién e identificaciéon de las células que componen la ZM en hipéfisis de un
organismo adulto debe complementarse con el ensayo de formacion de esferas in vitro y
confirmar las propiedades especificas de SC. Ha sido demostrado que las ESC forman
estructuras de tipo esféricas cuando son cultivadas en cultivos en suspensién y ademas
pueden recapitular la formaciéon de tejidos del endodermo primitivo (cuerpos
embrionarios) [124]. En 1992, se publicé el primer reporte sobre la formacién de
esferoides provenientes de tejido adulto del sistema nervioso central, causando gran
conmocion en la comunidad cientifica ya que se confirmaba la presencia de CS/P en este

tejido adulto [6].

El protocolo de formaciéon de esferas utilizado sigue vigente aunque con algunas
modificaciones que incluyen la utilizacion de un medio sin suero con el agregado de
factores de crecimiento como FGF y EGF. Solo las células que responden a estos estimulos
mitogénicos son capaces de proliferar y formar estructuras esferoidales, las que pueden

utilizarse en una gran variedad de ensayos funcionales [125].

Considerando nuestros hallazgos sobre la existencia de un nicho de CS/P en la ZM

hipofisaria, nos propusimos aislar in vitro estructuras esferoidales enriquecidas en SC a

partir de hipéfisis de ratas adultas y analizar sus caracteristicas de células indiferencias.
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» Caracterizacion morfoldgica de esferoides obtenidos de hipo6fisis de

ratas adultas

Los esferoides obtenidos en cultivo se caracterizaron morfolégicamente por microscopia
de contraste de fase. En la Figura 33-A, se observa un esferoide brillante en toda su
estructura, aspecto caracteristico de esfera saludable. Algunas esferas presentaron un
tamafio mayor a 200 pm con escasas regiones oscuras, relaciondndose a las mismas con
areas de muerte celular (Figura 33-B). Por ultimo, otras esferas en las que se observaron
multiples dreas de muerte celular, se relacionaron con una viabilidad marcadamente

comprometida (Figura 33-C).
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Figura 33. Microfotografias de los
diferentes tipos de esferoides de hipé6fisis
de rata adulta. A- Esferas saludables. B-
Esferas mayores a 200 pm con regiones
pardas oscuras. C- Esfera de escasa
viabilidad con multiples areas de muerte
celular. Magnificacién original 600x.

Con el objetivo de analizar las caracteristicas morfolégicas de los esferoides, los mismos
fueron incluidos en resinas epoxi y visualizados por microscopia dptica de alta resolucion.
De esta manera se observo que los esferoides presentaron una gran heterogeneidad
celular, puesta en evidencia por los distintos patrones de afinidad al colorante azul de
toluidina (Figura 34-A). En general, los nucleos fueron de gran tamafio, con una alta
relaciéon nucleo/citoplasma, cromatina laxa exhibiendo 1 o 2 nucléolos. En el interior de
los esferoides se observaron espacios intercelulares que corresponden a lagunas

generadas por la expansidn celular que presentan estas estructuras. Algunas células de la
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Resultados

periferia exhibieron prolongaciones apicales, mientras que otras exhibieron morfologia
fusiforme (Figura 34-By C). Signos evidentes de muerte celular se visualizaron en algunas
areas de la estructura, relaciondndose con nucleos y cuerpos apoptoticos. La formacion
de estos focos de muerte celular en los esferoides podrian deberse a su tamafio (mayor a

200 pm), lo que ocasiona falta de oxigeno y nutrientes en algunas areas (Figura 34-D).

Figura 34. Microfotografias de esferoides, analizados por microscopia dptica de alta resolucién. Se
evidencian células con una gran diversidad de formas y tamafos (A), algunas de ellas con prolongaciones
apicales en la membrana plasmatica (B-indicado por flechas), mientras que otras exhiben forma fusiforme
(C-indicado por flechas). Por sectores se identifican dreas de muerte celular (D-circulo). Magnificaciones
originales A, By C: 400x; D: 1000x.
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> Estudio ultraestructural de las pituesferas obtenidas de hipéfisis de

ratas adultas

Se estudiaron las caracteristicas ultraestructurales de las células que componen los
esferoides aislados en cultivo denominados pituesferas. Asi, se identificaron células que
poseen caracteristicas subcelulares similares a las observadas en el tejido adulto. En las
fotografias de la Figura 35, se visualizan de zona central de la esfera células que presentan
una relacién nucleo/citoplasma incrementada, nucleos identados y nucléolos
prominentes. A nivel citoplasmatico se destaca el escaso desarrollo de RER, abundantes
mitocondrias, ausencia de granulos secretorios y numerosas vesiculas de trafico
intracelular. Estos hallazgos son indicativos de una marcada actividad metabdlica de estas
células en cultivo. La presencia frecuente de vesiculas, algunas recubiertas de clatrina y
de cuerpos multivesiculares indican un intenso trafico intracelular. Ademas, se
observaron uniones intercelulares conservadas, como por ejemplo, desmosomas. Las
células localizadas en el borde de la esfera presentaron caracteristicas morfologicas
similares a las que se ubican en el centro de estas estructuras, evidenciando algunas de
ellas prolongaciones apicales del tipo de microvellosidades. Otras células de la periferia
poseen un fenotipo compatible con células de sostén. Los hallazgos obtenidos a nivel
ultraestructural indican que los esferoides saludables presentan una destacada actividad
metabolica, organizacion y comunicacion intercelular actuando como un organismo

dindmico.
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Resultados

Figura 35. Microfotografias representativas de células que componen los esferoides saludables. A)
Se identifican dos células del area central del esferoide con escaso desarrollo del sistema de organelas
proteinopoyéticas. B) Célula de la periferia del esferoide, en la que la punta de flecha indica la presencia de
microvellosidades. C) Células con vesiculas (puntas de flecha) y cuerpos multivesiculares (flecha). Inset: Se
aprecian uniones intercelulares tipo desmosoma. Nu: nicleo, Nc: nucléolo, mi: mitocondria, RER: reticulo
endoplasmatico rugoso, g: aparato de Golgi. Magnificacion original A: 4600x, B: 7700x, C: 10000%, inset:
20000x.
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> ldentificacion de CS/P _en los esferoides mediante marcadores

especificos

Para confirmar que las pituesferas son estructuras enriquecidas en CS/P realizamos la
identificacion con marcadores especificos de CS/P. A través de este analisis se determin6
que las células que conforman la esfera presentan positividad para los marcadores GFRaZ2,
Oct-4, Sox2 y Sox9 (Figura 36). Ademas, se observd que aproximadamente un 90% de
esferas presentaron co-expresion de los marcadores Oct-4 y Sox2. Un hallazgo esperable
fue la localizacion nuclear de Oct4, Sox2 y Sox9 en la mayoria de las células del esferoide,

lo que es indicativo de una mayor actividad proliferativa del esferoide.
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Figura 36. Identificacién mediante marcadores especificos de las CS/P que componen los esferoides.
Las mismas fueron inmunopositivas para GFRa2 (A), Oct-4 (B), Sox2 (C) y Sox 9 (D). La mayoria de las
células de la esfera co-expresan los marcadores Sox2 y Oct-4, lo que sugiere mayor grado de pluripotencidad
(E). Magnificacion original A, B, Cy D: 600x.

» Determinacion de la capacidad multipotente de las CS/P en los

esferoides mediante induccion a diferenciacion con medios

especificos

Como fue descripto anteriormente en Introduccion, una SC posee la propiedad de
dividirse simétrica y asimétricamente, generando mediante este tltimo tipo de division
una progenie celular con un mayor grado de diferenciaciéon, denominada células

progenitoras.

A continuacidn, se analizé si los esferoides obtenidos de hipoéfisis adultas conservan la
capacidad de generar células endocrinas y la propiedad de diferenciarse a otros linajes
celulares. Para llevar a cabo este ensayo, los esferoides se incubaron por 10 dias con
medios especificos de diferenciacion. Transcurrido este tiempo, se obtuvieron células
PRL+ (Figura 37) y células con fenotipo similar al neuronal, identificadas por las proteinas

neuronales Tuj-1 y GFAP (Figura 38). Estos resultados confirman que los esferoides
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aislados estan formados por SC, las que ademas poseen capacidad de diferenciarse

revelando su multipotencialidad.

Figura 37. Identificacion de las células PRL+ en esferoides luego de inducir diferenciacién con
medios especificos. A) Fotografia representativa obtenida mediante contraste de fase de esferoides que
muestran pérdida de su organizacion celular luego de 10 dias de incubacién con medio de diferenciacion.
Magnificacion original 600x. B) Células dispersas que componen el esferoide presentan intensa
inmunopositividad para la hormona PRL. Magnificacién original: 400x. PRL: prolactina.

e
w
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Figura 38. Células que componen los esferoides con inmunopositividad para proteinas de linaje
neuronal. A) Esferoide adherido a la placa de Petri formando un nicleo de diferenciacién luego de 10 dias
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de cultivo con medio especifico de diferenciacién. B) Las células que componen el nicleo de diferenciacién
presentan inmunopositividad para Tuj-1. C) Células inmunopositivas para Tuj-1 de la periferia del nicleo
de diferenciacion. D) Células del esferoide presentan positividad para el marcador GFAP y cierto grado de
desorganizacion. Magnificaciones originales A: 600x, B: 200x, C y D: 400x.

> Evaluaciéon de la capacidad de auto-renovacion de las CS/P en los

esferoides

Como ya se menciond, una de las principales caracteristicas de las SC es la de auto-
renovarse, proceso mediado por la regulacion de las divisiones simétricas, generando asi
células hijas idénticas a la célula de origen. La demostracién de esta propiedad analizada
in vitro es el indicador mas importante de “stemness” y también se la considera como un
indicador de "neogenésis" de una region, es decir, una representacion del nimero de
células stem en un nicho particular [126]. Para realizar este analisis se parti6 de diluciones
de suspensiones celulares enriquecidas en SC sembradas en una placa multiwell. Luego de
7 dias de cultivo se evidenci6 la formacion de pituesferas, confirmando asi su generaciéon
“de novo”. Este hallazgo indica que una tnica célula es capaz de dar origen a un esferoide

de forma activa y que no proceden de acimulos celulares.

Figura 39. Fotografias representativas del
ensayo de auto-renovacion. A) Dispersion
celular de los esferoides. B) Esferoides
secundarios obtenidos luego de 7 dias de
cultivo. Se  observa  esferoide con
caracteristicas morfolégicas similares al
primario (arriba). Esferoide adherido a la
placa de cultivo con signos de muerte celular
(abajo).
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Objetivo Evaluar posibles cambios en los marcadores
Especifico de la poblacion de SC hipofisarias durante

el ciclo estral,la prefiez y lactancia.

De acuerdo a los resultados descriptos, obtenidos tanto en ensayos desarrollados in vivo
como in vitro, se confirm la presencia de un verdadero nicho de SC en hipoéfisis de ratas
hembras adultas. Considerando estos hallazgos surgio el siguiente interrogante: ;las CS/P
contribuyen a las variaciones de la poblacién de células endocrinas que se producen en la
hipdfisis en respuesta a requerimientos hormonales, como ocurre en las diferentes fases
del ciclo estral, prefiez y lactancia? Para responder este interrogante, se evaluaron
posibles cambios en la expresion de los marcadores especificos de SC en respuesta a
fluctuaciones en la poblacion de células adenohipofisarias durante los estados fisiologicos

antes mencionados.

> Expresion de marcadores asociados a fenotipo CS/P durante ciclo

estral v lactancia

Analisis de los niveles de ARNm y proteicos de marcadores de fenotipo SC

en hipodfisis total durante el ciclo estral y la lactancia activa

La expresion de Oct-4 analizada por citometria de flujo mostré un aumento en d4L
respecto a DII (6,26% vs. 1,09% Oct-4+, Figura 40-A), mientras que los niveles de ARNm
se incrementaron significativamente en E, presentando valores similares en d4L vs. DII
(Figura 41-A). En relacién a Sox2, se observo una expresion incrementada durante d4L

respecto a DII (22% vs. 1,03% Sox2+, Figura 40-B). De igual manera, los niveles de ARNm
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aumentaron de manera significativa en d4L y E vs. DII (Figura 41-B). GFRa2, exhibié un
incremento tanto en sus niveles proteicos (7,76% vs. 4,83% GFRa2+, Figura 40-C) como

los del ARNm en d4L respecto a DII (Figura 41-C).
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Figura 41. La expresion de ARNm fue cuantificada relativamente al gen de referencia B-actina. Los
resultados de los niveles de ARNm de los grupos Estro y d4L se compararon al grupo Diestro II. Los datos
son representativos de 3 experimentos independientes y se analizaron mediante la prueba de ANOVA-
tukey, *p<0,05.

Existe vasta bibliografia relacionada al rol modulador del E2 sobre la actividad funcional
de la glandula hipofisaria. Particularmente, en la tarde del proestro y la mafiana del estro

un aumento en los niveles séricos de esta hormona han sido correlacionados con un
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incremento en la proliferacion de la poblacion de células lactotropas [85, 88], lo cual nos
permitio hipotetizar que el E2 podria actuar sobre las SC hipofisarias como un agente
diferenciador a células endocrinas. Para analizar si el E2 participaria en este efecto, se
realizé un ensayo de diferenciacion de esferoides a células PRL+, adicionando al medio de
cultivo el compuesto BIO, el cual favorece la expresion del factor Pit-1 promoviendo una
mayor diferenciacion y formacion de células PRL+, y suplementandose con 50 ng/ml de
17-B estradiol por 10 dias. Mediante microscopia de contraste de fase, se observo que la
estructura esferoidal comenzaba a desorganizarse hasta perder su forma completamente
al dia 10 de cultivo. Por IF, se evidencié que en el transcurso del tiempo del cultivo se
detectaba un mayor nimero de las células PRL+ en el esferoide. Estos resultados
confirman la participacion de E2 en el proceso de diferenciacion de las SC hipofisarias

hacia un linaje celular diferenciado, células PRL+ (figura 42).

{% t4 t10

t6 t8 t10

99



Figura 42. A) Microfotografias de esferoides correspondientes a distintos tiempos del protocolo de
diferenciacién, t0: tiempo 0, t4 y t10: 4 y 10 dias de cultivo suplementados con 17-f estradiol. Se observa
una pérdida creciente de la organizacion en la estructura esferoidal. Magnificacién original 400x, B) Alos 6
dias de cultivo (t6), se aprecia una estructura formada por células que expresan el marcador GFRa2 y
algunas células PRL+ en la periferia. Mientras que, a 8 dias de cultivo (t8) se observa una gran proporciéon
de células PRL+ dispersas y unas pocas células GFRa2+ y a 10 dias de cultivo (t10) todas las células que
formaban originariamente un esferoide expresan la hormona. Magnificacién original 400x.

Analisis morfométrico de los marcadores asociados a fenotipo CS/P en ZM

durante ciclo estral y lactancia activa

Considerando las evidencias descriptas anteriormente, surge un nuevo interrogante ;los
cambios observados en la expresion de los marcadores de fenotipo stem se deben a la
activacion del nicho de SC en la ZM? Para dilucidar esta incognita se evaluaron los
marcadores de SC en la ZM mediante ICQU, que permite identificar la expresion de los
mismos en la region de interés. Posteriormente se aplicaron métodos morfométricos para
evaluar la expresion de los marcadores de CS/P durante el ciclo estral (DIl y E) y d4L,
periodos en los que la hip6fisis manifiesta cambios en la poblacién de células endocrinas.
El analisis de la expresidn de Oct-4 mostrd un incremento marcado principalmente en d4L
tanto en el compartimiento nuclear (CN) como en el citoplasmatico (CC) (Figura 43-A). En
relacion a Sox2, pudo demostrarse una distribucién similar en el CN durante los estadios
analizados mientras que el CC exhibié un aumento significativo en d4L vs. DII (Figura 43-
B). En contraposicion, la expresion de GFRa2 disminuy6 significativamente en d4L (Figura
43-C). Por ultimo, Sox9 evidencié una mayor expresion en E vs. DIl en el CN y CC, mientras

que en d4L se determind un significativo descenso en comparacion a DII (Figura 43-D).
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Figura 43. Andlisis morfométrico de la expresion de marcadores CS/P en los compartimientos
nuclear (CN, barra gris oscuro) y citoplasmatico (CC, barra gris claro) de células de la zona marginal.
A) La expresion de Oct-4 mostr6 un notable incremento en ambas fracciones analizadas tanto en Estro como
en dia 4 de lactancia (d4L) (* p<0,05 E y d4L vs. DII; ¢ p<0,05 E y d4L vs. DII).

B) El marcador Sox2 presentd un aumento en sus niveles de expresion en el compartimiento citoplasmatico
de d4L (* p<0,05 d4L vs. DII; » p<0,05 CC d4L vs CN d4L).

C) Se destaca una significativa disminucién del marcador GFRa2 en citoplasma a los 4 dias de lactancia
activa (0 p<0,05 d4L vs. DII).

D) La expresion del marcador Sox9 presenté un aumento en Estro tanto en el ntcleo y el citoplasma (= p
<0,05 E vs DII), con una disminucién notable en d4L, comparada al ciclo estral (¢ p<0,05 d4L vs. DII).

Los resultados se muestran como media * SE de 3 experimentos independientes. Los datos se analizaron
mediante el test de ANOVA-Tukey.
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A continuacion se resumen los resultados obtenidos del analisis morfométrico de los
marcadores analizados relacionados con el rol principal de los mismos informados en

bibliografia:

- El incremento en la expresion nuclear y citoplasmatica de Oct-4 en d4L, se asocia a un

rol activo como “guardian” de la pluripotencialidad de las SC hipofisarias.

- El cambio significativo que Sox2 exhibe sélo en el compartimento citoplasmatico de
células de la ZM del grupo d4L, se relacionaria a un fenotipo mas diferenciado en células

progenitoras.

- La mayor expresion de Sox9 en la fase E demuestra la existencia de una poblacion de

células progenitoras que se diferenciarian en respuesta al estimulo de E2.

El incremento en la expresion de Oct-4 y Sox2 observados en d4L son indicativos de la
activacion del nicho de SC hipofisarias. Sin embargo, el marcador especifico de SC
hipofisarias, GFRa2, disminuyé significativamente en lactancia activa. Este hallazgo que
nos indujo a pensar que probablemente GFRaZ manifieste cambios en tiempos que
anteceden al dia 4 de lactancia. Para comprobar esta hipotesis se incluy¢ el estudio de un

nuevo grupo experimental analizando diferentes tiempos de gestacién y de lactancia.

> Expresion de marcadores asociados a CS/P durante la gestacién y

lactancia

Con el fin de evaluar los marcadores de CS/P: GFRaZ2, Oct-4, Sox2 y Sox9 en el CN y CC de
células de la ZM en gestacion y lactancia, se cuantificé por analisis morfométrico a nivel

ultraestructural la expresion de los mismos. Esta técnica permiti6 evaluar
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especificamente a las proteinas de interés en las células localizadas en ZM determinando
sus posibles fluctuaciones en respuesta a los cambios hormonales durante las etapas

analizadas.

GFRaZ2

La expresion de GFRa2 en el citoplasma de las células de la ZM fue similar en COP y d5G.
Sin embargo, hubo una marcada reduccién en la mitad de la gestaciéon (d15G) en
comparacién con COP (p<0,05), detectdndose un notable aumento al término de la prefiez.
Al inicio de la lactancia, la expresion GFRa2 disminuy6 significativamente, manteniendo

este nivel en d4L (Figura 44-A).

Oct-4 y Sox2

La expresion citoplasmatica de Oct-4 en ZM, fue similar en COP y durante la gestacion
(d5G, d15G). En contraste, este factor a nivel nuclear, mostré una significativa
disminucion en la mitad de la gestacion (d15G) y en AT. Durante lactancia activa (d4L), la
expresion nuclear y citoplasmatica de Oct-4 evidenci6 un aumento significativo en
comparaciéon con AT, pero no se observaron diferencias entre los CN y CC en lactancia
temprana. Sin embargo, en d4L, la inmunomarcacién revel6 una distribucién subcelular
diferente, con una mayor expresion en el citoplasma comparado al compartimento

nuclear (Figura 44-B).

Sox2 exhibi6 un patrén de distribucion subcelular diferente al de Oct-4, presentando los
niveles mas altos en el compartimiento nuclear en comparacion con el citoplasmatico en

COPyd15G (COP: CCvs.NC, p<0,05yd15G: CCvs.NC, p<0,01). Durante la lactancia activa,
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la expresion de este marcador mostré notables aumentos en los dos compartimentos

subcelulares (d4L vs. AT; Figura 44-C).

Sox9

El estudio morfométrico demostré una disminucién significativa de Sox9 dentro del
compartimiento citoplasmatico durante la gestacion, en d5G y d15G, en comparacién con
COP, exhibiendo un marcado descenso en la expresion nuclear de Sox9 en d5G. Sin
embargo, este marcador aumenté significativamente a nivel nuclear cuando se
compararon AT vs. COP. Durante d1L, la expresién Sox9 present6 un notable aumento,
en ambos compartimientos analizados, en comparacién con AT, disminuyendo

significativamente después de 4 dias de lactancia activa (Figura 44-D).
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Figura 44. Analisis morfométrico de la expresiéon marcadores CS/P en los compartimientos
citoplasmatico (CC) y nuclear (CN) de las células de la ZM en gestacion y lactancia.

A) La expresion de GFRa2 mostré un notable aumento a término de la gestacién (* p<0,05 AT vs. COP; 2
p<0,05 d15G vs. COP; =p<0,05 d1L y d4L vs. AT).

B) El marcador Oct-4 mostré un aumento en los compartimientos nuclear y citoplasmatico en lactancia
activa (=p<0,01 d4L vs. AT; NC: * p<0,01 d15G y AT vs COP).

C) Una distribucion diferencial de Sox2 entre los compartimientos nucleares y citoplasmaticos se observa
enla COP (1p<0,05 N vs.C) yd15G (¢p<0,01 N vs. C), mientras que en lactancia activa incrementa en ambos
compartimentos subcelulares (p<0,01 d4L vs. AT).

D) Expresion del marcador Sox9 exhibié un aumento en la lactancia temprana tanto en el nicleo como en
el citoplasma (*p<0,01 d1L vs AT), con una disminucién notable observada en d4L (Ap<0,05 d4L vs. AT; CC:
*p<0,05 d5G y d15G vs COP; CN: » p<0,05 d5G vs. COP; ¢ p<0,05 AT vs. COP).

Los resultados se muestran como medias + SE de 3 experimentos independientes. Los datos se analizaron
mediante el test de ANOVA-Tukey.
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Con el objetivo de visualizar los principales cambios de los marcadores de CS/P

cuantificados por ICQU, se realizo IF de las hipdfisis correspondientes.

En la Figura 45-A se observan células de ZM y AP inmunopositivas para GFRaZ. En By C
se visualizan células de ZM en hipéfisis de ratas en d4L con una intensa expresion de Oct-
4 y Sox2. En el panel C, se muestra una secciéon de AP de ratas en lactancia temprana,

observandose un namero destacado de células Sox9 positivas.
.
.
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Figura 45. Deteccion en ZM y AP de células inmunopositivas para marcadores de CS/P. Las células en
las regiones de interés expresaron GFRa2 (A), Oct-4 (B), Sox2 (C) y Sox9 (D) en los grupos AT, d4L y d1L,
respectivamente. Magnificacion original A, B, Cy D: 400x.

Principales hallazgos obtenidos del estudio de la expresion de los marcadores de CS/P en

ZM durante gestacion y lactancia:

- La expresion de GFRaZ presenta un incremento significativo en el grupo AT, lo que

estaria asociado a la activacién de la poblaciéon de CS.

- Oct-4 y Sox2 mostraron variaciones en la distribucidn subcelular (nucleo-citoplasma) en
diferentes tiempos de gestacidn y lactancia sugiriendo un shuttling ntiicleo-citoplasma que

ocurriria al inicio del proceso de diferenciacion de las SC.

- Sox9 muestra un aumento en su expresion en lactancia temprana, relacionandose con la

presencia de una poblacidn celular progenitora mas diferenciada.

» Cuantificacion del ARNm de los marcadores de CS/P v de células

diferenciadas en ZM y AP de muestras obtenidas por microdiseccion
laser durante la preiiez y lactancia

El estudio de los niveles proteicos analizado anteriormente, se complementé con la
cuantificacién de los niveles de ARNm de los marcadores en muestras de ZM y AP. Este
andlisis diferencial fue posible mediante la técnica de microdiseccion laser, que permitio
aislar las zonas de estudio. Posteriormente, se evaluaron los niveles de ARNm mediante
la técnica de PCR en tiempo real de los marcadores de células SC, progenitoras y asociados

con células comprometidas a un linaje en ZM y AP.
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Expresion de genes asociados a fenotipo stem, progenitor y de células

diferenciadas en la ZM

Los niveles de ARNm de los marcadores de SC, GFRa2, Sox2 y Oct-4, exhibieron la
expresion mas alta en el grupo AT comparado con las etapas previas de gestacion. Por
otra parte, se observo una disminucion significativa en su expresiéon durante la lactancia
(Figura 46-A). El marcador de células progenitoras Sox9, mostré un patréon diferente
durante el periodo gestacional y lactancias, exhibiendo un aumento de dos veces en d15G
retomando a los niveles basales en AT. Luego increment6é nuevamente a los 4 dias de

lactancia activa (Figura 46-B).

La expresion de los marcadores de linaje-comprometido, Propl y Pit-1, no mostré
variaciones significativas durante la gestacion. Sin embargo, se observé un aumento en
los niveles de expresion de Prop1 y Pit-1 en AT y lactancia temprana en comparacion con

su expresion durante la gestacion (Figura 46-C).

Expresion relativa del ARNm de
marcadores SC
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Figura 46. Evaluacion relativa de niveles de ARNm de marcadores de CS/progenitoras y de células
comprometidas a un linaje en ZM en gestacion y lactancia. A) Los niveles de ARNm de GFRa2, Oct-4,
Sox2, Sox9, Prop1 y Pit-1 se cuantificaron en ZM: A- GFRa2 (* p<0,05 AT vs. COP), OCT-4 (4 p<0,05 AT vs.
COP) y Sox2 (¢p<0,05 AT vs. COP) muestran un aumento en el término de la gestacidén, pero disminuyen
durante lactancia (GFRa2: © p<0,05 d1L y d4L vs. AT; Oct-4: » p<0,05 d1L y d4L vs. AT; Sox2: p<0,05d1Ly
d4L vs. AT). B- Sox9 aumenté en d15G y d4L (* p<0,05 d15G vs. COP; © p<0,05 d4L vs. AT). C- Prop1 y Pit-1
muestran los niveles mas altos en AT y lactancia temprana (* p<0,05 AT vs COP; « p<0,05 AT vs. COP; o
p<0,05 d1L vs. COP; » p<0,05 d1L vs. AT).
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Ensayo de auto-renovacion de esferas a partir de hipofisis en preiiez y

lactancia

El ensayo de auto-renovacion de esferas es el indicador mas importante de “stemness” o
del namero SC en un nicho particular. Este analisis permitié detectar un aumento en el
numero de esferoides secundarios obtenidos a partir de hipéfisis del grupo AT respecto
los otros grupos analizados (Figura 47), lo que indicaria un incremento en el nimero de

SC a término de la gestacion.

! % Figura 47. Ensayo de auto-renovacién en
= 61 T hipéfisis de prefiez y lactancia. Se obtuvo un
= mayor numero de esferoides secundarios de
& 5] hipéfisis a término de la gestacion respecto los
g | otros grupos evaluados (*p<0,05). Se
% 4 T T utilizaron suspensiones de 200 células a partir
% 3 [ de esferoides provenientes de 7 hipofisis por
E cada grupo evaluado. Los resultados se
L 2 muestran como media + SE de 3 experimentos
;cs independientes. Los datos se analizaron
Z 1 mediante el test de ANOVA-Tukey.

0

COP 200 AT 200 di1L 200 d4L 200

Expresion de genes asociados a fenotipo stem, progenitor y células

diferenciadas en el AP

Los niveles de ARNm de GFRaZ2, Oct-4 y de Sox2 mostraron una reduccion significativa en
d5G y d15G, con respecto a COP. Sin embargo, en AT se observé un aumento del ARNm de
Oct-4. El estimulo de la lactancia indujo un incremento notable en los niveles de ARNm de
GFRaZ2, disminuyendo significativamente en los niveles de Sox2 y Oct-4 (Figura 48-A). Por
el contrario, los niveles de ARNm de Sox9 no mostraron variaciones considerables

durante las etapas de gestacion y lactancia (Figura 48-B).

110



Para el periodo de gestacion, los niveles de ARNm del marcador de linaje-comprometido
Prop1 no exhibieron variaciones significativas. Por otro lado, el ARNm de Pit-1 mostr6 un
aumento significativo en d15G y AT. Durante la lactancia temprana, Propl y Pit-1
evidenciaron un aumento significativo. Sin embargo, después de 4 dias de lactancia activa,
los niveles de ARNm de Prop1 disminuyeron, en tanto Pit-1 retorné a los niveles de AT

(Figura 48-C).

10 1 A I GFRa2
[ Oct-4
= sox2

Expresion relativa del ARNm de
marcadores SC

COP dsG d15G AT diL d4aL
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Figura 48. Los niveles de ARNm de GFRaZ2, Oct-4, Sox2, Sox9, Prop1 y Pit-1 cuantificados en AP. A- Los
ARNm de marcadores de SC disminuyen durante la gestaciéon (GFRaZ2: * p<0,05 d5G, d15G y AT vs COP; Oct-
4: Ap<0,05 d5G y d15G vs COP; Sox2: 0p<0,05 d5G y d15G vs. COP). Sin embargo, en ratas AT, Oct-4 exhibe
un aumento respecto a la COP (4p<0,05 AT vs. COP). GFRa2 muestra los niveles més altos en d1L (© p<0,05
d1L vs. AT), mientras que Sox2 no evidencia cambios significativos en todos los grupos analizados. B-Sox9
no presenta ninguna variaciéon durante la gestacion o la lactancia. C- Los niveles de Pit-1 muestran un
aumento desde mediados de la gestacidn hasta la lactancia temprana (¢ p<0,05 d15G y AT vs CP; Ap<0,05
d1L vs. AT), mientras que Prop1 exhibe un aumento en d1L (© p<0,05 d1L vs. AT). La expresién del ARNm
de los marcadores se cuantificé en relacién al de B-actina. Los resultados se muestran como fold change de
los niveles de ARNm de los grupos COP y AT. Los datos son representativos de 3 experimentos
independientes y se analizaron mediante la prueba de ANOVA-Tukey.
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Objetivo Estudiar posibles fluctuaciones en la proliferacion
Especifico celular en la ZM y AP de hipdfisis en la
preiiez y lactancia

» Analisis de la incorporacion de BrdU en células localizadas en ZM y
AP durante la gestacion y lactancia

Proliferacion de células de la ZM

La incorporacion de BrdU en células de la ZM mostré una fluctuacion dindmica durante la
gestacion y lactancia, considerando a COP como punto de partida (4,48 + 0,37%, figura

49-F).

En d5G y d15G, se observo una disminucion de dos veces en el nimero de las células
BrdU+ de la ZM comparada con COP (p<0,01 vs. COP) apreciandose los niveles mas altos
de proliferacién celular en AT (10,15 * 0,49%). Al comienzo de la lactancia, d1L, se
observd una reduccidn significativa de células BrdU+ respecto a AT. Luego de 4 dias de
lactancia activa, disminuyd cinco veces con respeto al d1L (5,63 + 0,21 y 1,06 + 0,10%,
respectivamente; Figura 49-F). Un aspecto de interés fue observar mas células BrdU-

inmunopositivas en la primera capa de la ZM que en la segunda (Figura 49A-E).

Proliferacion de células en AP

El niimero de células BrdU+ en el AP fue significativamente mayor en d5G que en COP
(3,20 £ 0,05y 2,29 + 0,02%, respectivamente). Al término de la gestacion se apreciaron

valores similares a los observados en COP. En el grupo de lactancia temprana, la
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Resultados

proliferaciéon de células adenohipofisarias evidencié un aumento de 1,5 veces respecto a
los valores cuantificados en AT (3,59 + 0,3 y 2,29 + 0,09%, respectivamente). Sin embargo,

luego de 4 dias de lactancia se registraron valores ocho veces menores a los observados

en AT (0,46 = 0,07%; Figura 50).
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Figura 49. Proliferacién de células de la ZM en gestacion y lactancia.

Microfotografias representativas de células BrdU+ (flechas) observadas en ZM en ratas hembras en: COP
(A); d5G, d15G (B); AT (C); d1L (D) y d4L (E). Se observa inmunopositividad para BrdU en la primera y
segunda capa de la ZM. Magnificacion original: 400x. F). El recuento de las células BrdU+ demostré un
significativo descenso en la incorporacién del marcador durante el periodo de gestacion (d5G y d15G) (*
p<0,01 d5G y d15G vs. COP), destacandose el pico de inmunopositividad en AT (e p<0,01 AT vs. COP). En
lactancia, tanto temprana (d1L) como tardia (d4L) se identific6 una disminucién del nimero de células
inmunoreactivas (¢p <0,01 d1L y d4L vs. AT). La tincién de ntcleos positivos BrdU se expresa como el
porcentaje de los nucleos totales contados a partir de células de las dos capas de la ZM obtenidas para cada
rata. Los datos se muestran como media * SE de 4 animales por grupo, ANOVA-Tukey.
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Figura 50. Proliferacion celular en AP hipofisario durante gestacién y lactancia. Células BrdU+
(flechas) observadas en ratas de los grupos experimentales COP (A); d5G (B); AT (C); d1L (D) y d4L (E).
Magnificacion original: 400x. F) La incorporaciéon de BrdU incrementé en AP a los 5 dias de gestacion (*
p<0,05 d5G vs. COP), alcanzado valores similares a los del grupo COP en d15G y AT. Se destaca un aumento
significativo en lactancia temprana (¢ p<0,05 d1L vs. AT) y una marcada reduccién en d4L (© p<0,05 d4L
vs. AT) alcanzando valores por debajo de los registrados en COP. La tincién de nucleos BrdU positivos se
expresa como el porcentaje de los nticleos totales contados a partir de un total de 5000 células AP, obtenidas

de muestras aleatorias para cada rata. Los datos se grafican como media *+ SE de 4 animales por grupo,
ANOVA-Tukey.

Tomando en consideracidn los resultados obtenidos, se investig6 una posible relacion
entre las variaciones de los marcadores de SC, GFRa2 y progenitoras, Sox9 y la

proliferacion de células de la ZM y AP en hipdfisis de los grupos AT y d1L.

Para alcanzar este objetivo, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia que permitio

analizar la incorporacion de BrdU y la expresiéon de GFRa2, marcador especifico de SC
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hipofisarias, en la ZM de los grupos COP y AT. Como se muestra en la figura 51-A, no se
detectd co-inmunodeteccion para BrdU/GFRaZ en células de la ZM del grupo COP,
mientras que, se detectaron células GFRa2+ que inmunomarcaron con BrdU en la ZM de
hip6fisis al final de la gestacion (Figura 51-B). En el grafico 52-A, el recuento de células
BrdU/GFRa2+ en la ZM a término de la gestacién evidenci6 un incremento de 2 veces

respecto al grupo COP (2,36 £ 0,72% y 0,29 * 0,29%, respectivamente).

Ademas, se estudio la co-inmunodeteccion de BrdU/Sox9 en las células de la ZM, zona de
transicion (ZT) y AP del grupo d1L. Algunas de las células que expresaron el marcador
Sox9, frecuentemente en el citoplasma, de la ZM y ZT fueron positivas para la
incorporacién de BrdU (Figura 51-C). Sin embargo, en el AP se detectaron pocas células
BrdU/Sox9+ (Figura 51-C). El nimero de células BrdU+ y que expresaron el marcador
Sox9 en el grupo d1L fue significativamente mayor en la ZT respecto los otros grupos
analizados (2,63 +0,43% vs. 1,22 £ 0,23%, ZM y 0,46 + 0,14%, AP, respectivamente, figura

52-B).

Estos hallazgos sugieren la expansion de SC hipofisarias del nicho de la ZM al final de la
gestacion, las que al movilizarse a la regién del AP como células progenitoras Sox9+, se

diferenciarian hacia un tipo especifico de células endocrinas en lactancia temprana.
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Figura 51. Microfotografias representativas de
la incorporacién de BrdU y expresion de GFRa2
0 S0x9. A) Se detectaron células BrdU+ que no co-
inmunomarcaron con GFRa2+ en la ZM del grupo
COP. Magnificacién original 200x. B) Células de la
ZM expresaron GFRaZ y algunas mostraron
positividad para BrdU en hipéfisis de AT, indicado
por asteriscos. Magnificacién original 600x. C) Se
observan células BrdU/Sox9+ enla ZM, ZT y algunas
en el AP del grupo lactancia temprana, indicado por
asteriscos. La linea de puntos indica el limite de la
ZM, ZT y AP. Las flechas sugieren la direccion de
migracion de células progenitoras (Sox9+). ZM:
zona marginal, ZT: zona de transiciéon, AP:
adenonarénauima.
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Figura 52. Proliferacion celular y expresion de marcadores stem y progenitor durante gestacion y
lactancia. A) Células BrdU/GFRa2+ exhibieron un incremento en la ZM del grupo AT (* p<0,05 AT vs. COP).
Los nucleos BrdU positivos se expresan como el porcentaje de nicleos contados en el total de células que
componen la primera y segunda capa de la ZM, obtenidas de muestras aleatorias para cada rata. Los datos
se muestran como media * SE de 3 animales por grupo, T-test. B) Se destaca un aumento significativo de
células BrdU/Sox9+ en la ZT en lactancia temprana (* p<0,05 ZT vs. ZM) y una marcada reduccién en AP (0
p<0,05 AP vs.ZM y ZT). Los nucleos BrdU y Sox9 positivos se expresan como el porcentaje de nucleos totales
contados en la primera y segunda capa para la ZM, en un area de 10 umZ2en el caso de la ZT y de un total de
1000 células para el AP, obtenidas de muestras aleatorias para cada rata. Los datos se muestran como media
+ SE de 3 animales por grupo, ANOVA-Tukey.
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Identificacion y caracterizacién de la poblacion de CS/P en la glandula hipofisaria

de ratas adultas

La hipéfisis es conocida por ser la principal glandula endocrina capaz de producir diversas
hormonas que regulan la homeostasis metabdlica en un organismo a lo largo de todo su
desarrollo ontogénico. En particular, la adenohip6fisis estd compuesta por cinco tipos de
células endocrinas y las células foliculo estrelladas (CFE) [127]. Ademas de estos tipos
celulares, se ha reportado, desde hace aproximadamente 10 afios, la existencia de posibles
SC en la hipofisis adulta [57], identificAindose células con fenotipo stem/progenitor

mediante diferentes metodologias aplicadas en ensayos in vivo e in vitro [63, 68, 76].

Las células madre de tejidos adultos son células con fenotipo embrionario perdurable por
lo cual se asocian cada vez mas a células postnatales que podrian desplegar programas de
diferenciacién que acontecen durante el desarrollo embrionario ante ciertas necesidades
especificas del tejido en el que residen [128-130]. Asi, las ASCy las células progenitoras al
diferenciarse, expresaran marcadores asociados a pluripotencialidad como también
factores claves tejido especificos. En general, varios marcadores atribuidos a ASC
expresados en otros tejidos, se han detectado en la glandula hipofisaria adulta mediante
el andlisis de su expresidn génica y por inmunofluorescencia. Entre ellos, el factor Sox2,
ha sido descripto por unanimidad por varias investigaciones, ocupando una posiciéon
central en el estudio de las SC en la hipéfisis postnatal. Sin embargo, la localizacién
topografica de las células Sox2+, asi como la importancia funcional de este factor de

transcripcion es atin objeto de estudio.
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Al igual que en otros tejidos como el cerebro [129] y el corazén [131], diversos
marcadores, solos o en combinacion, identifican células de fenotipo stem, como también,
en diferentes fases de su ciclo de vida, ya sea transitando un estado quiescente,
proliferante-progenitor o en una etapa comprometida en el curso de la diferenciacion a
un tipo celular especifico. En base a datos de la bibliografia, [64, 68, 69, 76, 132] es posible
proponer un orden jerarquico en las células con fenotipo CS/P identificadas por
diferentes marcadores, siendo esto motivo de debate. En este sentido, se ha reportado que
células Sox2+/E-cadherina+ comienzan a expresar Sox9 y Nestin durante su transicién a
la fase progenitor y la expresion posterior de marcadores especificos hipofisarios, como
PROP y Pit-1 durante la diferenciaciéon terminal a células hormonales. También, se han
analizado otros marcadores como GFRa2, Oct-4, Bmil, CD133 y (3-catenina, sin embargo,

el estudio de su localizacion y funcion es atn poco claro.

Con el proposito de caracterizar e identificar las SC en la glandula hipofisaria
adulta, en el presente trabajo se procedio al estudio de los marcadores de fenotipo
stem, Oct-4 y Sox2, el especifico de SC hipofisarias conocido como GFRa2 y el de

células progenitoras, Sox9.

Los resultados obtenidos demostraron que la ZM de hipofisis de ratas adultas, principal
nicho de CS/P, esta formada por dos capas de células con caracteristicas
ultraestructurales particulares. Una de las capas bordea la hendidura, mientras que la otra
esta situada por debajo de la primera capa en estrecho contacto. La primera fila de células
de la ZM expresé GFRaZ2 y Oct-4, presentando algunas de estas microvellosidades y cilios
en la membrana apical. A su vez, en ambas capas de la ZM, se identificaron algunas células

inmunomarcadas para Sox2 y Sox9.
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En diferentes tejidos del organismo han sido identificados otros nichos de ASC [133, 134],
uno muy emparentado por la capa embrionaria de origen de la glandula como es la zona
subventricular en el sistema nervioso del adulto. En este nicho, se evidenciaron células
con prolongaciones apicales, proponiéndose a las cilias como vestigios del cilium primario
[135]. En dichas estructuras se han identificado componentes de la via de sefalizacion
Shh por lo que la funcién de estos cilios seria la de actuar como centro de sefializacién con
el fin de integrar o amplificar sefiales especificas del ambiente [136]. Cabe remarcar que
se consideran como marcadores comunes de las ASC a los presentes en las ESC, como por
ejemplo, Sox2, Oct-4 y Klf4 o aquellos que se expresan inmediatamente después de la
implantacion del embrion como Sox9 [28]. Ademas de estos factores usuales en las ASC,
ahora se incluye como factores adicionales a la familia de receptores GFRa/RET y sus
cuatro ligandos (GDNF, NRTN, ARTM, PSPN), habiéndose demostrado su expresion en las
ASC de testiculos y en el blastocisto de preimplantacion [18-23]. Recientemente se ha
reportado que las células stem de médula 6sea co-expresan los receptores GFRa/RET con
los ya mencionados, confirmando de este modo que son factores esenciales para la
supervivencia de las ASC hematopoyéticas [24]. De esta manera, queda indicado que la
expresion de esta familia de receptores y sus ligandos, entre ellos GFRa2, es una

caracteristica comun e intrinseca a todas las ASC examinadas hasta el presente.

Es importante destacar el concepto de nicho de las SC, ya que constituyen microambientes
especializados para el mantenimiento del estado de indiferenciacion de las células madre.
Estos nichos de SC han sido demostrados e identificados en varios tejidos, como médula
Osea [137], criptas intestinales [38], zona subventricular en el cerebro [138] y foliculos

pilosos en la piel [139]. A su vez, numerosos estudios han comprobado que estos nichos
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regulan la pluripotencia, auto-renovacién, divisiones simétricas-asimétricas y la
migracion de las SC. La diferenciacion estaria mediada por sefiales en las que participan
factores solubles, proteinas de la superficie celular [140] y componentes de la matriz
extracelular [141]. Mediante inmunofluorescencia, han sido descriptas células
Vimentina+ en ZM, evidencia que sugiere la existencia de un nicho de SC en la glandula
hipofisaria adulta [63, 68]. En nuestro estudio, por primera vez, hemos identificado a nivel
ultraestructural células Vimentina+ localizadas en la segunda capa de la ZM con
morfologia similar a células que desempefian funciones de sostén descriptas en otros
nichos [142], confirmando asi la presencia de un verdadero nicho de SC en la hip6fisis de
ratas hembras adultas. La aplicacion de ICQU nos permitié identificar especificamente
estas células con fenotipo mesenquimal rodeando a las células con caracteristicas de SC

embrionarias propias de la primera capa de la ZM.

En nuestro modelo experimental también se estudi6 otro de los marcadores
caracteristicos de células de sostén: Nestin, filamento intermedio de las neuronas descrito
como marcador de SC en varios tipos de tejidos [121]. El analisis por inmunofluorescencia
de este marcador permitié6 evidenciar la presencia de células inmunoreactivas,
distribuidas en ZM, las cuales no co-expresaron con GFRaZ2. Ademas, algunas células
Nestin+ con prolongaciones citoplasmaticas fueron observadas en la pars distalis y
nervosa, con caracteristicas fenotipicas de células mesenquimales. La localizacién de
células inmunoreactivas para Nestin ha sido relacionada con la distribucién de células
foliculo-estrelladas S-100 positivas, demostrandose un patron de expresion similar para
ambos tipos celulares [76, 143]. Sin embargo, existen controversias sobre el rol de Nestin

como marcador de ASC en la glandula, ya que han sido descriptas células Nestin+ que no
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co-expresan con la proteina S-100 [144]. Otras investigaciones realizadas en hipdfisis
adultas de ratones transgénicos que expresan GFP bajo un fragmento del promotor de

nestin, describieron muy escasas células que co-expresaron Nestin y Sox2 [69].

En nuestro estudio, las células positivas para Nestin, no co-expresaron con el marcador
especifico de SC hipofisarias, sugiriendo que este marcador identifica células con fenotipo

stem mesenquimal que forman parte del nicho de SC hipofisarias.

La identidad de las células mesenquimales fue confirmada mediante los marcadores
Vimentina y Nestin, los cuales no co-expresaron con los especificos de SC, conformando
asi un grupo de células que se encuentra en estrecho contacto con células de fenotipo
stem/progenitor. Esta localizacién topografica estd estrechamente relacionada con
funciones de sostén y de preservaciéon del estado pluripotente de las SC, como fuera

descripto en el nicho de SC hematopoyéticas [120].

Diversas investigaciones han vinculado la presencia de marcadores de células
endoteliales como E-cadherina y a la -catenina con las ESC o ASC [145, 146]. 3-catenina
es una proteina que interviene en dos procesos distintos, participando en la adhesion
celular y como co-activador transcripcional en la via de sefializaciéon Wnt. En el presente
estudio se inmunolocalizé a esta proteina en el citoplasma en una zona cercana a la
membrana plasmatica de células de la ZM. Reportes de la bibliografia relacionan esta
localizaciéon con el mantenimiento de la adhesién celular, posiblemente regulando la
capacidad proliferativa de las SC hipofisarias, manteniéndolas en estado quiescente hasta

que sea necesaria su diferenciacion a los distintos linajes hipofisarios [76].
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Figura 53. Representacion esquematica de la expresion de los marcadores de CS/P en la hipéfisis de
rata hembra adulta. Rojo: células positivas para los marcadores de fenotipo stem, GFRaZ2, Oct-4 y/o Sox2,
algunas muestran prolongaciones apicales de la membrana plasmatica y expresion de [-catenina en
membrana y citoplasma. Amarillo: células que co-expresan marcadores de fenotipo stem. Gris: células de
sostén, Nestin+ o Vimentina+. Rojo oscuro (ZM): células que presentan expresion citoplasmatica de Sox9.
Rojo-Verde (ZM): células Sox2+ en citoplasma. Rojo oscura (AP): células Sox2+ dispersas en citoplasma.
Rojo-Verde (AP): grupos celulares dispersos positivos para Sox9 o GFRa2.
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Para completar la caracterizacion de las ASC en diversos tejidos es imprescindible realizar
diferentes ensayos in vitro que permitan confirmar las propiedades intrinsecas de esta

poblacion.

Con este objetivo, otro punto de interés fue la obtencion de una poblacion
enriquecida de SC hipofisarias en cultivo a partir de hipodfisis adultas para estudiar

sus caracteristicas de células indiferenciadas.

Siguiendo protocolos estandarizados en la bibliografia, se obtuvieron esferoides que
fueron identificados con marcadores especificos de CS/P tales como: GFRaZ2, Oct-4, Sox2
y Sox9, co-expresando algunas células Oct-4/Sox2, lo cual seria indicativo de un estado
mas indiferenciado. La co-expresion de dos o mas marcadores de SC en una célula, ha sido

relacionada con un mayor grado de pluripotencialidad [119].

Mediante ensayos de diferenciacion con medios especificos de cultivo, los esferoides
originaron células PRL+, obteniéndose también células inmunopositivas para los
marcadores neurales GFAP y Tuj-1. Este ultimo hallazgo es concordante con el origen
embrioldgico de la adenohipéfisis y el tubo neural encefélico, los cuales derivan de una
masa comun de células ectodérmicas embrionarias, llamado ectodermo anterior [127].
Otros experimentos desarrollados in vitro han permitido obtener desde progenitores
neuronales fetales, células secretoras de GH y PRL [147]. Ademas, en el campo de la
patologia tumoral hipofisaria humana se ha descrito en adenomas la presencia de
metaplasia neuronal [148]. En conclusion, esta capacidad de formar esferoides en cultivo

y el potencial para diferenciarse o transdiferanciarse a células con fenotipo neuronal, es
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evidencia de que las SC hipofisarias pueden actuar como progenitores multipotenciales

con plasticidad fenotipica para la formacién de neuroectodermo.

Como ya fuera mencionado en Introduccion, la capacidad de originar una célula igual a la
progenitora es una propiedad cardinal de una SC, a través de la cual puede renovarse a si
misma por un periodo prolongado de tiempo. Esta capacidad de las ASC hipofisarias puede
demostrarse mediante el ensayo in vitro de auto-renovacion. Al realizar este experimento
debe considerarse que las células progenitoras pueden producir esferas secundarias o
incluso terciarias, pero su capacidad de auto-renovacion es limitada, como ha sido
demostrado a partir de hipocampo adulto [149]. Los resultados obtenidos del ensayo de
auto-renovacion, realizado a partir de hipdfisis de ratas hembras adultas, revelan la
generacion de esferas secundarias. Por lo tanto, podemos considerar que nuestros
hallazgos cumplen con el criterio cardinal de auto-renovacion, lo cual sugiere que a partir
de una CS/P aislada de la glandula adulta es posible la obtencion de estructuras

esferoidales organizadas y dinamicas.

Resumiendo, nuestros hallazgos demuestran la existencia de un nicho de SC en la glandula
hipofisaria adulta, la que fue corroborada in vitro por la formaciéon de esferoides

enriquecidos en SCy con capacidad de diferenciacién y auto-renovacion.

Expresion de marcadores especificos de las SC hipofisarias relacionadas con

cambios en la poblacidon de células hipofisarias durante la gestacién y lactancia

Los diversos tejidos de un organismo adulto poseen diferentes caracteristicas, no sélo en
su estructura y funcidn, sino también en la dindmica de renovacion de las células que los

constituyen. Por ejemplo, las SC del epitelio y gonadas masculinas ciclan rapidamente,
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siendo clasicamente descritos dos mecanismos por los cuales estas células participan en
la homeostasis del tejido: renovacion celular y regeneracion tisular [150]. La poblacion de
SC descrita en foliculo piloso y testiculo se encuentra representada en promedio, por un
50 % de SC y un 50 % de células diferenciadas [32]. En contraposicidn, en tejidos como
higado [151], rifién [152] y musculo [153], la proliferacion de las SC es apenas detectable.
Por lo cual, demostrar la existencia de SC en tejidos adultos y su contribucién en la

neogénesis y recambio celular es ain todo un desafio.

En 6rganos que presentan una renovacion celular minima, ha sido descripto que las SC se
mantienen en un estado de reposo -quiescencia- y que pueden ser activadas por factores
celulares intrinsecos, senalizaciéon paracrina en el microambiente donde se alojan,
caracteristicas fisicas del nicho 6 sefiales “remotas” como las ejercidas por las hormonas
[154]. Si bien se ha demostrado que las SC de la glandula mamaria serian el blanco de las
hormonas sexuales, este hallazgo no se limita a este 6érgano [155]. Asi, en el presente
trabajo, se demostré in vitro, que el E2 induce las CS/P adultas a diferenciarse a células
lactotropas. Por lo que, in vivo, esta hormona podria regular el proceso de auto-
renovacion de una SC hipofisarias. En células madre hematopoyéticas se ha observado
que su proliferacion se encuentra sujeta a la regulacion positiva por el E2, encontrandose
involucrado también en la auto-renovaciéon de las mismas. Como es conocido, en el
embarazo aumentan los niveles de E2 incrementando ademas, el ciclo proliferativo de las
SC hematopoyéticas, originando mas células progenitoras eritroides de manera de suplir

un mayor aporte de oxigeno a los tejidos [156].

A diferencia de algunos 6rganos que exhiben una incrementada renovacion celular diaria,

la hipofisis anterior muestra una notable plasticidad en ciertos estadios fisiol6gicos, como
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por ejemplo, el ciclo estral [85, 106], la gestacion y lactancia [157, 158], siendo el
estrogeno el principal factor que induce el aumento de la poblacion de células lactotropas
en los estadios reproductivos antes mencionados [52]. Han sido descritos diversos
mecanismos para explicar el elevado recambio celular, entre ellos proliferacién de células
diferenciadas [106], transdiferenciacion bi-direccional de lactotropas a somatotropas
[59], muerte celular [159], degeneracion masiva [160], proponiéndose actualmente a las
SC como posibles responsables de la generacién de nuevas células endocrinas en la

hipéfisis adulta.

Con el propdsito de esclarecer la contribucion de las SC en la neogénesis celular que
acontece durante estadios reproductivos, se propuso evaluar posibles
fluctuaciones en los marcadores de las CS/P hipofisarias y relacionarlas con
cambios en la proliferacion de células de ZM y AP indicativos de expansion del nicho

de CS durante la gestacion y lactancia.

Uno de los hallazgos destacados en el presente trabajo de investigacion, ha sido la
deteccion del marcador de SC hipofisarias, GFRa2, en ZM y en grupos celulares del AP
proximos a la ZM. Esta interesante observacion hace presuponer que estas células
abandonarian el nicho de SC al adquirir un fenotipo progenitor y/o de células
amplificadoras transitorias para luego diferenciarse a una célula endocrina en el AP [161].
De acuerdo con esta hipotesis, recientemente, se ha propuesto que grupos dispersos de
células Sox2+ observados en el AP podrian ser una consecuencia de la activacion de una
SC en el nicho de la ZM. Las células Sox2+, al recibir sefiales de diferenciaciéon, migrarian
adquiriendo caracteristicas fenotipicas similares a las del proceso de transicion epitelio-

mesenquimatica con disrupcién de uniones estrechas en las que participa (3-catenina
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[162]. Ademas, en otro estudio se report6 la presencia de factores de transcripcion tales
como, Snaill, Twistl/2 y Zeb1/2 en la fraccién enriquecida “non-Sca high” del ensayo de
Side Population [64], convirtiéndose en otra evidencia que sugiere que las SC podrian
adquirir destrezas para iniciar una transicién epitelio-mesenquimatica, migrar y

diferenciarse en el AP.

En la actualidad, uno de los interrogantes que se plantea es la participacién de GFRa2 en
la el proceso de diferenciacién de SC para originar finalmente células endocrinas [116].
Con el objetivo de obtener evidencias directas relacionadas con este proceso en
situaciones de recambio celular hipofisario incrementado, evaluamos la expresion de este
marcador durante los estados reproductivos tales como: ciclo estral, gestacién y lactancia.
El resultado mas notable fue el significativo aumento en los niveles de ARNm y proteina
del marcador en la ZM de hipéfisis al término de la gestacion con respecto a COP, lo que
sugeriria que GFRa2 podria estar involucrado en la activacion de las SC hipofisarias. En
relacion con esta observacidn, un reciente informe describe que la up-regulacion de los
receptores Ret y sus co-receptores GFRal, GFRa2 y GFRa3 es una via de sefializacion clave
para la supervivencia de SC hematopoyéticas y el mantenimiento de la pluripotencia,

permitiendo distinguir estas células de las progenitoras en el higado fetal [163].

Otros factores que han sido ampliamente estudiados durante el proceso de diferenciacion
de una SC a progenitora, son los implicados principalmente en el mantenimiento de la
pluripotencia de las SC, los factores de transcripcion Oct-4 y Sox2. En nuestro analisis, los
niveles de ARNm de estos marcadores presentaron un notable incremento en la ZM al
término de la gestacién. Sin embargo, los niveles proteicos de ambos factores

incrementaron luego de 4 dias de lactancia activa. Esta discordancia observada entre la
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transcripcion y la traduccién también fue informada para estos marcadores en células
madre embrionarias murinas a diferentes tiempos del proceso de diferenciacion [164].
También se ha reportado que durante las reconfiguraciones de ARNm en lineas celulares
stem embrionarias murinas, no se observaron cambios en los niveles de proteina, lo cual
refleja el resultado de una red de regulacién intrincada que ocurre durante el proceso de

eleccion del destino celular [165].

Con respecto a los factores de transcripcion Oct-4 y Sox2, observamos una mayor
inmunolocalizacién de ambos, en el compartimiento nuclear de células de la ZM de
hip6fisis de ratas del grupo Gestacidn. Esta distribucién subcelular se relacionaria con la
funcion clasicamente descrita como “guardian” de la pluripotencia en ESC y ASC ejercida
a nivel nuclear. Otro hallazgo fue el cambio de distribucién de Sox2 en células de ZM del
grupo d4L, observandose una mayor expresion a nivel citoplasmatico en comparacion al
nuclear. Esta localizacion, podria asociarse con su efecto como regulador positivo de la
diferenciacion celular, evitando asi la accion nuclear de Sox2 sobre ciertos genes, tal como
fuera descrito in vitro en ESC [166]. La exclusion de Sox2 desde el nucleo por el shuttling
nucleo-citoplasmatico, también ha sido demostrada como un mecanismo que induce la
diferenciacién en otras SC [167]. Claramente, el secuestro de un factor de transcripcion
en el citoplasma representaria una potente maquinaria molecular que afecta la funcién
que posee el marcador. En linea con esta posibilidad, la movilizacién de Sox2 desde el
nucleo al citoplasma, probablemente pueda constituir una respuesta a las sefiales de

diferenciacién [96].

En resumen, las variaciones en la localizacién de Oct-4 y Sox2 en los compartimientos

nucleares y citoplasmaticos de células en ZM, observados durante la gestacién y la
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lactancia, podrian estar relacionados con un estado de multiples oscilaciones en la
expresion de los factores involucrados en el destino celular como ha sido descrito in vitro

en células progenitoras neuronales [119].

Otro factor de transcripcion analizado en el presente trabajo es Sox9, el cual ha sido
propuesto como marcador de células de tipo progenitor o multipotentes en la glandula
hipofisaria adulta. El andlisis de los niveles del ARNm de este factor mostré un aumento
en d15G y lactancia activa, mientras que sus niveles de proteina incrementaron en el inicio
de la lactancia. Si relacionamos el notable aumento de la expresion de marcadores
asociados a SC observados en AT, con los niveles incrementados de Sox9 cuantificados en
d1L, podriamos hipotetizar que luego de la activacién del nicho de CS/P en AT, se
produciria un aumento de células progenitoras, adquiriendo asi un estado de transicion

antes de elegir un destino definitivo.

Con respecto al factor de transcripcion PROP1, es conocido que su inactivacién durante el
desarrollo embrionario de la hipdfisis, resulta en la imposibilidad de las células
progenitoras para migrar desde la bolsa de Rathke al 16bulo anterior, bloqueando asi la
diferenciacion celular [168]. Sin embargo, su funcion en el comportamiento de células
madre hipofisarias adultas, asi, como su regulacién son atin desconocidas. Se ha reportado
que la expresion del factor PROP1 permite identificar una poblacién de células que se
encuentran en una etapa comprometida en el curso de la diferenciacion a un tipo celular
especifico [169]. En nuestro estudio, los niveles de ARNm de este marcador mostraron un
significativo aumento en la ZM de los grupos a término de la gestacion y lactancia
temprana. En particular, PROP1 exhibi6 un notable incremento en los niveles de ARNm

en el grupo d1L en la ZM. Esta evidencia sugiere que PROP1 podria participar en la fase
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final del proceso de destino celular en la glandula adulta. En este sentido se lo ha
propuesto como chaperona en la migracion de células desde la ZM hacia el AP. Existen
resultados diversos acerca de la localizacion de PROP1. Algunos investigadores han
detectado su expresion durante el desarrollo embrionario de la hipéfisis, pero no fue
visualizado en la glandula postnatal [76]. En contraposicidn, en otro estudio se demostro
que PROP1 permanecid altamente expresado en células de la ZM del organismo adulto,
mientras que no se detecté en el AP [170, 171]. Tomando en conjunto nuestras
observaciones como las de otros autores, existen ain discrepancias sobre el rol de PROP1

como participe del proceso de eleccidn de las CS/P en el destino celular.

Un hallazgo interesante observado en los dltimos afios, es la presencia de células Sox2+
en el 16bulo anterior de hipéfisis de roedores, sugiriendo la existencia de dos tipos de
nichos de CS/P; uno localizado en ZM y el otro formado por grupos de células Sox2+
dispersas en el AP [116, 161]. Sin embargo, poco se conoce acerca de los mecanismos y
factores que regulan los nichos de CS/P y si poseen diferencias funcionales entre ambos.
Para contribuir al esclarecimiento del proceso de diferenciaciéon de las SC en hipéfisis de
ratas en diferentes estadios de gestacion y lactancia, nos propusimos analizar posibles
variaciones en los niveles de ARNm de marcadores de CS/P y de células diferenciadas en

AP.

Como fuera mencionado, uno de los principales cambios detectados en la ZM fue la up-
regulacion de los genes asociados a SC, lo cual seria indicativo de una estimulacion del
mecanismo de self-renewal, el que se confirmé con un mayor numero de esferas
observado en AT. Por otra parte, el estudio de los niveles de ARNm de estos marcadores

en el AP, mostré un incremento notable del factor Oct-4 en AT; mientras que, el marcador
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GFRaZ2 present6 un aumento en d1L, asociandose estos hallazgos a la presencia de grupos
celulares en el AP con un mayor grado de indiferenciacidn. En conjunto, estas evidencias,
sugieren la existencia de una posible movilizacién de las CS/P presentes en la ZM al AP.
En concordancia, varios grupos de investigacion han reportado la presencia de factores
que podrian estimular y regular la diferenciacién y migracién de células SC desde la ZM al
AP. Asi, Garcia-Lavandeira y col. han observado que el ligando del receptor GFRa2, NRTN,
se produce exclusivamente en un pequefio nimero de células dispersas en el 16bulo
anterior, excepto en la ZM de hipéfisis humanas y de ratas. A partir de estos datos,
hipotetizaron que el gradiente dado por NRTN-GFRa2-RET puede actuar como una via de
sefializacidn, convirtiéndose en un regulador del nicho de la ZM, promoviendo la
proliferacion y/o migracion de las SC [76]. Otros reportes han evidenciado las moléculas
CXCL12/CXCR4 en las células stem/progenitoras hipofisarias, quimioquinas que se
encuentran up-reguladas en la fraccion “non-Scal high” del ensayo de SP [64]. En otros
sistemas, se ha demostrado que estas quimioquinas promueven la migracién de células

stem de la cresta neural, neurales y células germinales primordiales [172].

Otro hallazgo importante de nuestro estudio es la deteccién de niveles diferenciales de
ARNm de PROP1 y Pit-1 en la ZM y AP del grupo de lactancia temprana que podria
asociarse a una “oleada” de diferenciacion. Este resultado podria interpretarse como una
recapitulacion de los eventos que ocurren durante el desarrollo embrionario hipofisario.
En concordancia, se ha reportado co-localizacion de PROP1 y Pit-1 en la hipdfisis
embrionaria de rata, aunque sélo en 1 a 10% de células Pit-1 positivas [170]. En la
glandula adulta, otros autores han observado una regulacidon opuesta de la expresion de

los factores Hes1 y PROP1, como ocurre durante la embriogénesis pituitaria, en la fraccion
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de SC del ensayo de SP [64]. Por otra parte, la via de sefializacion Six/Eya/Dach, asi como
Ascll, factores que juegan un papel importante en el desarrollo embrionario hipofisario
[127], muestran una incrementada expresion en la fraccion SC de la SP [173]. Si bien estos
hallazgos son preliminares y escasos, en conjunto, apoyan la idea de que las ASC al
activarse inician programas de diferenciacion en la glandula postnatal similares a los que
ocurren durante el desarrollo embrionario para generar nuevas células hormonales. El
conocimiento de las vias de senalizacion especificas que actian en la diferenciacion del
precursor comprometido a una célula completamente diferenciada requerira del
desarrollo de técnicas adecuadas para el aislamiento y estudio de células amplificadoras

transitorias de vida media muy corta.
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Células STEM
GFRa2
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Variaciones en los marcadores
de CS indicativas de activacion
del nicho en ZM

Células PROGENITORAS

células del AP

Células
COMPROMETIDAS a un linaje
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Células
DIFERENCIADAS
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Figura 54. Representacion esquematica de los hallazgos obtenidos a nivel proteico y de ARNm para los
marcadores de células stem, progenitoras, comprometidas a un linaje y diferenciadas en la ZM y AP durante
la gestacion y lactancia. AT: A término de la gestacion, d1L: lactancia temprana, d4L: lactancia activa.
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Retomando el concepto de plasticidad hipofisaria mencionado en secciones anteriores,
existen en la bibliografia muchas evidencias que informan variaciones morfométricas de
las poblaciones de células adenohipofisarias en respuesta a estimulos hormonales en
diferentes estados reproductivos. Sin embargo, no hay estudios que cuantifiquen la
proliferacion celular en forma diferencial en ZM y AP en condiciones fisioldgicas en las
que se producen renovacion de células endocrinas. Para aportar datos en esta area,
realizamos un analisis de incorporaciéon de BrdU en las células de la ZM y AP durante la
gestacion y lactancia. De este modo pudimos demostrar un notable incremento en la
proliferacion de células de la ZM al término de la gestacion. En AP, se observo un patron
diferente en la proliferacion celular la cual incrementé en d1L. En ambas zonas, se

cuantific6 una disminucion en el nimero de células BrdU+ luego de 4 dias de lactancia.

Considerando en forma conjunta los resultados en los que observamos una “up-
regulacion” de los marcadores de SC y el incremento de la proliferacion celular en la ZM
del grupo AT, es posible postular una activacion y expansion del nicho de CS/P en ZM al
final de la prefiez, conduciendo a la diferenciacion celular, al origen de nuevas células
progenitoras, en lactancia temprana y a poblaciones de células hormonalmente maduras
durante la lactancia activa. Para responder a esta hipotesis, se realizé un recuento de
células proliferantes que a su vez presentaron expresiéon para el marcador de SC
hipofisarias, GFRaZ2, en la ZM de los grupos COP, como condicion inicial y a término de la
gestacion, tiempo en el que se registraron los cambios antes mencionados. Un aumento
significativo de células BrdU/GFRa2+ fue observado en la ZM del grupo AT, sugiriendo
que las SC hipofisarias que se encontraban en una condicién de reposo, son activadas para

originar células progenitoras. Estas nuevas células fueron evidenciadas por un nimero
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significativo de células BrdU/Sox9+ en una zona de transicidn ubicada entre la ZM y el AP
en lactancia temprana. Esta region de transicion con frecuentes células proliferantes
Sox9+, podria presentar un comportamiento germinal, tal como fuera reportado durante
la embriogénesis de la glandula [78]. Al igual que en otros tejidos adultos, el
compartimento de CS/P puede recapitular procesos de desarrollo tempranos como
respuesta a adaptaciones plasticas durante la regeneracion y/o renovacion celular [25].
En contraposicion con estos hallazgos, un articulo recientemente publicado ha informado,
que las células Sox2+/Ki67+ no presentaron una mayor proliferacion en hipoéfisis alos 13
y 18 dias de gestacion ni a los 7 dias de lactancia activa. Por el contrario, células Pit-
1+/Ki67+, seguian siendo las principales células que proliferan en el 16bulo anterior en
los tiempos analizados [174]. La discrepancia en los resultados obtenidos en estas
investigaciones, puede ser atribuida a los diferentes tiempos de gestacion y lactancia
analizados. Ademas, hay que considerar que la activacidn y proliferacion de una ASC
sucede muy rapidamente, lo cual requiere de un seguimiento a tiempos mas acotados

evaluando ademas, la expresion de un conjunto de marcadores especificos de CS/P.

En conclusion, en el presente estudio hemos detectado patrones oscilatorios de los niveles
de ARNm y proteinas de los marcadores de CS/P, en combinacion con un notable
incremento en la tasa de proliferacion celular en la ZM a término de la gestacion e inicio
de la lactancia. Estos datos son indicativos de una activacion y expansion del nicho de las
CS/P con el fin de contribuir a la demanda de nuevas células endocrinas en los estados
reproductivos estudiados. Una mejor comprensiéon de este mecanismo puede
proporcionar importantes conocimientos sobre la eleccion del destino celular de las CS/P

y ayudar a desarrollar protocolos de diferenciacion mas eficientes para obtener células
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hormonales totalmente diferenciadas con determinadas caracteristicas funcionales y ser

utilizados en terapias de reemplazo celular.
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Conclusiones



“Expansion del nicho de células stem/progenitoras asociada a
cambios en la expresion de marcadores especificos en
hipoéfisis durante la gestacion y lactancia”

La Zona Marginal de hipdfisis de ratas adultas exhibe una
poblacion celular especifica que expresa marcadores de fenotipo
stem/progenitory de células de sostén, sugiriendo la presencia de
un verdadero nicho de SC.

La presencia in vivo de un nicho de células stem/progenitoras en
hipdfisis de ratas adultas fue confirmada mediante la capacidad
de estas células de formar estructuras esferoidales enriquecidas
en SC in vitro, las que presentan capacidad multipotente y de
generarse de “novo”.

El E2 participa en el proceso de diferenciacion de las SC hacia un
linaje celular diferenciado, células PRL+.

El nicho de CS/P presente en la ZM participa activamente en la
renovacion celular hipofisaria para responder a la demanda de
nuevas células endocrinas en los estadios reproductivos
estudiados.
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