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RESUMEN

La actividad metabdlica de las células lactotropas esta regulada por diferentes
neuropéptidos y neurohormonas hipotalamicas, factores intrapituitarios y hormonas
liberadas por glandulas endocrinas periféricas. Dentro de este ultimo grupo, el 17p-
estradiol (E2) es un importante regulador que tiene la capacidad de modular la
respuesta de las células lactotropas a la mayoria de los factores hipotalamicos e
hipofisarios.

El principal objetivo del este trabajo fue estudiar los mecanismos involucrados
en el rol modulador del estradiol sobre la actividad secretoria y proliferativa de las
células lactotropas inducida por TRH o FGF2, analizando la participacion de receptores
estrogénicos (RE) citoplasmaticos/nucleares y de membrana y las vias de sefializacion
involucradas en los efectos mencionados.

En la primera parte se analizaron los efectos rapidos del estradiol sobre la
actividad secretoria de células lactotropas inducida por TRH en cultivos de células
adenohipofisarias de ratas hembras los cuales fueron tratados con: E2; E2-BSA (forma
impermeable a membrana); solos o combinados con TRH por 30min. La incubacion con
E2-BSA/TRH promovio los niveles mas altos de liberacion de prolactina (PRL) en el
medio de cultivo, alcanzando =60% con respecto a los inducidos por TRH. La
participacion de los RE fue confirmada con el antagonista especifico de los RE el cual
inhibié la secrecion de PRL promovida por E2-BSA/TRH. En el andlisis de la via
involucrada en la actividad secretoria de las células lactotropas estimulada por E2-
BSA/TRH, se observo que los inhibidores de PI3K bloquearon totalmente la liberacion
de PRL. Ademas, se visualizo la translocacion de la subunidad p85a desde el citoplasma
hacia la membrana plasmatica de las células lactotropas tratadas con E2-BSA/TRH, lo
cual fue correlacionado con el aumento de la fosforilacion de Akt. En conjunto, estos
resultados sugieren que los RE de membrana estarian mediando el efecto del E2 sobre
la liberacion de PRL inducida por TRH a través de la via PI3K/Akt. Posteriormente, se
analizaron las variaciones en la expresion del REa en la membrana plasmatica de

lactotropas en respuesta a los diferentes estimulos. Se observé un aumento de la
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expresion a los REa en membrana inducida por E2, reflejado en la mayor intensidad de
fluorescencia, sugiriendo la mayor expresion de los REa en la membrana plasmatica de
esta poblacion celular.

En la segunda parte de este trabajo se analizo el efecto combinado del estradiol
y FGF2 sobre la proliferacion de células lactotropas, para lo cual las células
adenohipofisarias en cultivo fueron tratadas con E2 o E2-BSA; solos o combinados con
FGF2. Sélo el tratamiento con E2/FGF2 por 4h promovio la actividad mitogénica de las
lactotropas, obteniéndose una respuesta proliferativa similar luego del tratamiento
con el agonista del REa (PPT)/FGF2. El tratamiento con E2-BSA/FGF2 por 30 min indujo
un aumento en el porcentaje de células lactotropas, indicando la participacion de los
RE de membrana en la actividad mitogénica promovida por E2/FGF2. Un hallazgo
importante fue observar la asociacion entre el receptor de FGF y el REa en células
adenohipofisarias estimuladas con E2/FGF2. Ademas, en el analisis de la via MEK/ERK
1/2 se observo un aumento en la fosforilacion de ERK1/2 luego de los tratamientos
combinados de la hormona esteroidea y FGF2. La participacion de la via MEK/ERK 1/2
fue confirmada con la pre-incubacion con el inhibidor de MEK, el cual bloqued
totalmente el efecto mitogénico ejercido por E2/FGF2 y PPT/FGF2. Estos resultados
sugieren que MEK/ERK1/2 seria la via en comun activada por los RFGF y REa de

I "

membrana con la contribucion del “pool” del REa intracelular, desencadenando
finalmente el aumento de la actividad mitogénica de células lactotropas.

Este trabajo de tesis contribuye al conocimiento acerca de los mecanismos
moleculares que participan en el rol modulador y cooperativo del E2 sobre TRH y FGF2,
factores que regulan la actividad metabdlica de células lactotropas. Estos mecanismos
podrian estar involucrados en las fluctuaciones de los niveles séricos de PRL y en la

plasticidad que presenta la poblacion de células lactotropas en diferentes estadios

reproductivos en respuesta a mayores requerimientos hormonales.
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Eje hipotalamo-hipofisario

El eje hipotalamo-hipofisario forma una unidad del sistema endocrino, de gran
importancia en la integracion de las sefales provenientes del medio externo e interno,
coordinando respuestas apropiadas, mediante la produccion y secrecion de
neurotransmisores o neurohormonas que impactan en la actividad funcional de
diferentes érganos blancos. Entre las funciones que regula este eje se encuentran el
crecimiento somatico, la maduracién de las gonadas, la adaptacion de la corteza
adrenal al estrés, la secrecion de leche, la liberacion de hormonas tiroideas y la
excrecion de agua en el rifndn. También contribuye a la regulacion de la presion

sanguinea y del gasto energético global del organismo.

Hipotalamo

El hipotalamo constituye una compleja asociacion de elementos celulares y
tractos nerviosos que combinan la actividad secretora y neuronal. Estd ubicado en la
base del cerebro por debajo del talamo y sobre la pared lateral del tercer ventriculo.
En el hipotalamo se producen hormonas, neuropéptidos y monoaminas, que
determinan la liberaciéon o inhibicion de hormonas especificas de la hipofisis. Estos
factores hipotalamicos se sintetizan en los cuerpos neuronales y son transportadas por
los axones hasta la porcion basal del hipotalamo, conocida como eminencia media.
Desde alli, son liberadas a una red de capilares de tipo sinusoidales que forman parte
del sistema de circulacion porta hipotalamo-hipofisario, que se dirigen hacia la

hipofisis y dan origen a una segunda red de capilares de la hipdfisis (Figura 1).
La hipoéfisis

La hipofisis o glandula pituitaria es una pequefia glandula asentada en una
depresion del hueso esfenoides del craneo denominada silla turca. La cara superior de
esta glandula estd recubierta por el diafragma hipofisario, constituido por una
dependencia de la duramadre, que sélo es atravesada por el tallo pituitario mediante
el cual mantiene la continuidad anatémica con el hipotalamo.

La hipofisis esta compuesta por dos partes histolégica y funcionalmente

diferentes: una porcioén neural que se origina a partir del techo del tercer ventriculo
6
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denominado neurohipdfisis o lobulo posterior y una porcion epitelial que
embriolégicamente deriva de una extension de la bolsa de Ratke la cual se denomina
adenohipofisis o I6bulo anterior.

La neurohipdfisis esta formada por la eminencia media, el tallo infundibular y la
pars nervosa. En esta ultima se encuentran los axones de las neuronas de los nucleos
hipotalamicos supradptico y paraventricular que secretan las hormonas vasopresina y

oxitocina respectivamente ante la llegada de estimulos especificos (Figura 1.

La adenohipdfisis comprende el 80% de la glandula y estd compuesta por tres

partes:

e Pars distalis o I6bulo anterior que es la responsable de la sintesis y liberacion a

la circulacion sanguinea de seis hormonas, todas ellas de naturaleza peptidica.

e Pars intermedia que produce dos polipéptidos llamados melanotropinas u
hormonas estimulantes de los melanocitos conocida como MSH, que inducen el

aumento de la sintesis de melanina de las células de la piel.

e Pars tuberalis que es una region altamente vascularizada que envuelve el tallo

hipofisario.
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Poblaciones celulares de la adenohipdéfisis

En la adenohipdfisis se encuentran las células foliculo estrelladas y cinco
poblaciones celulares productoras de hormonas. Las células foliculo estrelladas
constituyen una poblacién celular agranular ya que no secretan hormonas, que se
caracterizan por su forma estrellada y largos procesos citoplasmaticos [7]. Estas células
cumplen la funcién de sostén, fagocitosis de restos celulares y sintesis y liberacion
diferentes factores angiogénicos (VEGF), factores de crecimiento (FGF2, TGF-B1) y
citoquinas (IL-6, IL-1, TNF-a) que actuan localmente por mecanismos autocrinos o
paracrinos [8-12]. Estos factores regulan la actividad de diferentes poblaciones que
componen la adenohipofisis durante el desarrollo postnatal y participan activamente
en cambios adaptativos que ocurren en la vida adulta de la mujer tales como ciclo
estral, embarazo y lactancia donde la glandula hipofisaria muestra notables

fluctuaciones de los diferentes tipos celulares que la componen [13, 14].

Las diferentes células secretoras de hormonas fueron identificadas a nivel
ultraestructural por las caracteristicas de los granulos secretorios y su identidad fue
confirmada mediante técnicas inmunocitoquimicas que permiten marcar con
anticuerpos especificos los productos hormonales sintetizados y almacenados en el

citoplasma.

Las células somatotropas, productoras de hormona de crecimiento (GH),
constituyen alrededor del 50 % de la poblacion celular de la adenohipdfisis en ratas
machos, presentando un porcentaje menor las hembras. Poseen numerosos granulos
de perfil esférico, con un contenido electrodenso cuyo didmetro oscilan entre 200-350

nm [15, 16].

Las células corticotropas producen (ACTH) y representa entre el 15-20 % de las
celulas hipofisarias. Contienen en su citoplasma pequefios granulos de secrecion

redondos con un nucleo electrodenso.

Las células gonadotropas sintetizan y liberan gonadotrofinas, hormona foliculo
estimulante y luteinizante (FSH y LH) y constituyen alrededor del 15 % de la poblacién

de la glandula. Presentan abundantes granulos secretorios redondos de 150nm y otros
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de mayor tamario (400nm) que son menos frecuentes y con electrodensidad variable

[17].

Las células tirotropas son productoras de tirotrofina (TSH). Se encuentran en
menor proporcion que las demds poblaciones celulares y contienen granulos
secretorios de densidad electronica variable, la mayoria esféricos y con un didmetro

entre 100-150 nm, generalmente alineados en la membrana plasmatica [15].

Las células lactotropas, encargadas de la sintesis y secrecion de prolactina (PRL)
constituyen la poblaciéon de interés en esta tesis. Particularmente nos propusimos
abordar el estudio de la regulacion de la actividad secretoria y proliferativa de esta
poblacion de células adenohipofisarias. En ratas hembras, las lactotropas constituyen
alrededor del 35% de las células de la hipodfisis anterior y aumentan de tamaiio y
numero durante la prefiez y lactancia [18-20], siendo el porcentaje de esta poblacion
menor en ratas macho. Ultraestructuralmente se caracterizan por contener granulos
secretorios de tamafios variados, de forma irregular y con un didametro promedio entre

500y 900 nm [21].

Se han descripto y caracterizado tres tipos de subpoblaciones de células
lactotropas presentes en la hipofisis anterior de roedores, mediante microscopia
electronica. Fueron clasificadas como tipo I, Il y Ill tomando como parametro
comparativo el tamaiio y forma de los granulos secretorios [22]. Las lactotropas tipo |
fueron originalmente identificadas como tipicas y son caracteristicas en el animal
adulto. Contienen granulos secretorios polimorficos grandes de elevada
electrodensidad, con un diametro promedio de 500-900 nm. Presentan caracteristicas
de células con gran actividad biosintética, marcado desarrollo de organelas
proteinopoyéticas (reticulo endoplasmatico rugoso y Complejo de Golgi) y numerosos
granulos inmaduros asociados a la cara trans de complejo de Golgi [23, 24]. Las
lactotropas atipicas constituyen alrededor del 10% de las células de adenohipdfisis de
rata normal adulta. Comprenden el tipo Il con granulos esféricos de diametro entre
200-250nm vy el tipo Il que contienen granulos de alrededor de 100 nm de diametro.
Las variaciones en el porcentaje de los diferentes subtipos dependen del sexo, edad,

de los cambios en los niveles hormonales y de factores que regulan esta poblacidn,
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variantes que estarian relacionadas con su actividad secretoria [25]. En las ratas macho
y hembra de 10 dias de edad, la mayoria de las células lactotropas son del tipo IlI,
presentando una baja proporcion del tipo |. En cambio, en ratas adultas, las
proporciones de los tipos son muy diferentes. En ratas hembra presentan el 80% del
tipo 1, 15% del tipo Il y 2-4% del tipo lll; en comparacién con las ratas macho que

poseen el 40% del tipo |, 50% del tipo Il y 10% del tipo 1l [22-24].

En este trabajo de tesis se utilizd como modelo experimental, cultivos primarios
adenohipofisarios de ratas hembra, en los cuales la poblacion de células lactotropas

representan la mayor proporcion, principalmente células lactotropas tipicas [26].

Factores que regulan la actividad metabdlica de las células lactotropas

La regulacién de la actividad metabolica de las lactotropas esta ejercida a tres
niveles: hipotalamico, intrahipofisario y periférico (Figura 2). Estos tres niveles se
encuentran interconectados y regulados por mecanismos de retroalimentacion
positiva o negativa con el fin de mantener la homeostasis de esta poblacion celular.
Este control es ejercido principalmente por diferentes neuropéptidos vy
neurohormonas liberadas por el hipotalamo. Asi también, participan factores
intrapituitarios, donde la comunicacion intercelular es clave para modular la secrecion
de PRL y el crecimiento de esta poblacion. Numerosos factores tales como hormonas,
factores de crecimiento y citoquinas son liberados por las lactotropas y por otros tipos
celulares de adenohipofisis involucrados en la regulacion a través de mecanismos
autocrinos o paracrinos [3, 6]. Por ultimo, a nivel periférico las hormonas esteroideas y
no esteroideas secretadas por los drganos blancos tales como glucocorticoides,
insulina, hormonas tiroideas y estréogenos también participan en el control del tamafio

de la poblacion de lactotropas y de la liberacion de PRL.

11
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Entre las hormonas periféricas, los estrogenos son los principales moduladores
de la actividad funcional de las lactotropas actuando tanto a nivel hipotalamico como
hipofisario de manera directa o modificando la sensibilidad de las células para

responder a los diferentes factores fisiologicos activadores o inhibidores.

Los estrogenos son hormonas sexuales esteroideas (derivadas del
ciclopentanoperhidrofenantreno) de tipo femenino principalmente, producidos por los
ovarios, la placenta durante el embarazo y en menores cantidades, por las glandulas
adrenales. Esta hormona regula la expresion génica ejerciendo ademas diferentes
efectos sobre los tejidos blanco. Son esenciales para las funciones reproductivas de la
mujer, estimulan la secrecion de las gonadotrofinas y prolactina [27, 28] y participan
en la remodelacion de la adenohipéfisis actuando sobre diferentes poblaciones
celulares en condiciones fisioldgicas tales como el ciclo estral y menstrual, lactancia y

preiiez [18, 20, 29].

Hay tres estrogenos enddgenos importantes en hembras, la estrona (E1) el 17B-
estradiol (E2) y el estriol (E3). El E2 es el estrogeno mayormente asociado con el
desarrollo y las funciones reproductivas especificas. Los niveles de E2 en las mujeres
varian en magnitud desde el desarrollo temprano hasta la edad reproductiva en un
rango de concentraciones de pM a nM. El E1 contribuye en la etapa reproductiva (0,5-
10 nM) y en la postmenopausia (150-200pM); mientras que los niveles de E3 son
mayores durante la prefiez (10-100nM). Por otro lado, los niveles de los estrégenos en
machos son muy bajos y presentan pocas variaciones en el desarrollo de la vida (Figura

3) [30].
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poblacion de células lactotropas[32]. El estradiol ejerce un efecto regulatorio sobre
TRH tanto a nivel hipotalamico, facilitando su liberacion, como en las células

lactotropas induciendo la transcripcion del ARNm del receptor de TRH.

Péptido liberador de prolactina (PrRP): es el factor especifico, de origen
hipotalamico, capaz de inducir la liberacion de prolactina en ratas en la fase del
proestro con una potencia menor que TRH; no actua en las otras fases del ciclo estral
ni en ratas machos [33]. En estudios iniciales, se encontré que este péptido estimula
especificamente la secrecion de prolactina en una linea celular derivada de un
adenoma hipofisario de rata y en cultivos adenohipofisarios provenientes de ratas
lactantes [34]. Ademas, se ha detectado el ARNm de vy su receptor en hipofisis
normales y tumorales en humanos [35]. PrRP puede modular indirectamente la
secrecion de prolactina a través de diferentes sitios centrales y de otras regiones

periféricas como la médula suprarrenal, pancreas, testiculos [36] y la placenta [37]

Angiotensina Il (Angll): es un factor sintetizado en el hipotdlamo,
principalmente en la eminencia media y estimula la secrecion de PRL in vivo actuando
sobre sus receptores especificos AT tipo 1 y 2 expresado en células lactotropas [38,
39]. Los estréogenos estarian implicados directamente en la modulacién de los
receptores AT, causando una regulacion diferencial de los mismos en las células
lactotropas [40]. En cultivos celulares, Angll fue identificada en gonadotropas siendo
liberada en respuesta a la hormona liberadora de gonadotrofina (GnRH). El estimulo
con GnRH es capaz de inducir la liberacion de PRL solo cuando las lactotropas son co-
cultivadas con gonadotropas, hallazgo que permite sugerir el efecto paracrino de Angll

sobre la liberacion de PRL [26].

Dopamina: es considerada un potente inhibidor fisiolégico de la actividad
metabdlica de la poblacion de células lactotropas en estudios realizados in vivo e in
vitro . Ejerce su efecto directo por unidn a los receptores de dopamina D2, localizados
en las células lactotropas [41]. Se han descripto diferentes mecanismos por los cuales
dopamina inhibe la funcién de las células lactotropas, entre los que se encuentran la
inhibicion de la via adenilato ciclasa/AMPc/PKA 6 de la produccién de inositol

trifosfato con una reduccion de los niveles de Ca*. La activacién de los receptores D2
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produce la supresion del gen de PRL como asi también la inhibicion ténica de la sintesis
y la liberacion de esta hormona. Ejerce ademas, accidn antimitogénica a través de la
inhibicion de la sintesis del ADN y la division celular, efectos que son menos potentes
en presencia de los estrogenos. Por otra parte, se ha descripto que alteraciones o
ausencia selectiva de los receptores D2 en modelos de ratones knock-out origina
hiperplasia de las células lactotropas [42] y posterior formaciéon de adenomas

hipofisarios [43].

Somastostatina: también denominada hormona inhibidora de la liberacion de
la hormona de crecimiento, es sintetizada en el hipotalamo vy liberada a la circulacién
porta hipofisaria. En cultivos de células adenohipofisarias inhibe la secrecion de PRL en
condiciones basales y estimuladas [44]. La accion inhibitoria de la somatostatina sobre
la liberacion de PRL es sensibilizada por los estrogenos, induciendo un aumento de los

receptores de somastostatina en la membrana de las células lactotropas [45].

Factores intrahipofisarios

La regulacion de la funcion de las células lactotropas también estd mediada por
factores intrahipofisarios que acttuan a través de mecanismos paracrinos o autocrinos.
Estos mecanismos en muchos casos se encuentran interconectados, manteniendo la

homeostasis de la poblacion.

Entre los factores intrahipofisarios, hay numerosos factores de crecimiento, la
mayoria de naturaleza proteica, quienes junto con las hormonas y neurotransmisores
desempefian una importante funcion en la comunicacién intercelular, regulando el
tamano de las diferentes poblaciones celulares y la liberacion de hormonas especificas
[46]. Los factores de crecimiento, caracteristicas y funciones generales de los mismos

se describen a continuacion:

Factor de crecimiento transformante B (TGF-B) pertenece a una superfamilia
de factores de crecimiento que incluye tres isoformas: TGF- B1, B2 y B3, proteinas
homodiméricas producidas por una gran variedad de células incluidas las lactotropas.
El TGF-B es sintetizado como un precursor inactivo, que debe ser escindido
proteoliticamente para generar la proteina activa. Dentro de esta familia el TGFB1

16
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sintetizado por las células lactotropas, actua en forma autocrina inhibiendo la
expresion del gen de PRL y la secrecion de la hormona como asi también la
proliferacion de esta poblacion celular [47, 48]. La inhibicion autocrina ejercida por
este factor sobre lactotropas, esta regulada por el estradiol, el cual disminuye la

expresion de TGF-B1 y de su receptor [49].

El TGFB3 también es producido por las células lactotropas y estimula su
proliferacion, ejerciendo efectos contrarios a TGFB1. Su accidn seria indirecta y estaria
mediada por el factor de crecimiento fibroblastico basico, que es secretado por las
celulas foliculo estrelladas [8]. Este efecto es modulado por el estradiol, el cual induce
la produccion y liberacion de TGFB3 en lactotropas, actuando luego sobre las células
foliculo estrelladas estableciendo la comunicacién entre estos tipos celulares. Este
mecanismo de regulaciéon paracrino es relevante y contribuye al mantenimiento del

tamariio de la poblacién de lactotropas [50].

Ambas isoformas de TGFP se unen a dos receptores celulares tipo | y Il, con
actividad serina-treonina-quinasa, desencadenando la fosforilacion de proteinas
citopldasmicas denominados Smads. Diferentes isoformas de las Smads (Smad1, 2, 3, 5
y 8) fosforiladas se unen a Smad4 para formar heterodimeros que translocan al nucleo
y se asocian a proteinas de union al ADN para activar o inhibir la transcripcion de genes

especificos.

Factor de crecimiento epidérmico (EGF) es otro importante regulador que
actua principalmente sobre las células lactotropas estimulando la transcripcion del gen
de PRL y su secrecion [51]; como asi también la proliferacion de lactotropas en cultivo
de células adenohipofisarias y en la linea tumoral GH3 [52, 53]. Ademas, se ha
observado que este factor induce aumento de la expresion de los receptores de
dopamina D2 en las células lactotropas generando un balance entre efectos
estimulatorios e inhibitorios. Las acciones del EGF son mediadas por la activacion del
receptor de EGF, constituido por una familia de receptores, denominados EGFR/ErbB1,
ErbB2/Her2, ErbB3 y ErbB4. Sus efectos pueden estar modulados por estradiol el cual

estimula la secrecion de EGF en la adenohipdfisis de rata. Ha sido descripto un
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aumento de los niveles de EGF en el proestro participando asi de la liberacion de PRL

observada en esta fase del ciclo estral [54, 55].

Factor de crecimiento transformante a (TGF-a): es también expresado en la
adenohipdfisis, aumenta la actividad mitogénica de las células lactotropas a través de
la unién al receptor de EGF que se encuentra expresado en este tipo celular [56].
Ademas, se ha observado que las acciones de TGF-a son moduladas por estradiol, el
cual estimula la expresion del gen e incrementa los niveles de ARNm de TGFa en

lactotropas [57].

Factor de crecimiento tipo Insulina (IGF-1): es miembro de una familia de
factores de crecimiento comprendida por: IGF-1, IGF-ll, insulina y otras proteinas
asociadas [58]. Este factor es sintetizado principalmente en el higado, pero varios
tejidos tienen la capacidad de producirlo incluyendo la hipdfisis anterior [59]. En
adenohipofisis de rata seria sintetizado y secretado por las células foliculo estrelladas,
regulando indirectamente la secrecion de PRL a través de la estimulacion de la
liberacién del péptido intestinal vasoactivo [60]. Ademas, IGF-1 podria inducir la
proliferacion de las células lactotropas por un mecanismo paracrino, por accion de
factores sintetizados por células gonadotropas, tipo celular que expresa receptores
para IGF-1 [61]. A su vez el efecto proliferativo de IGF-1 seria modulado por los niveles
de estradiol que pueden inducir un aumento o una disminucion de la proliferacion

celular [62, 63].

Factor de crecimiento fibroblastico basico (FGF2): es un potente mitégeno, el
mas abundante en la adenohipodfisis [64], siendo las células foliculo estrelladas la
principal fuente del mismo [65]. El FGF2 estd involucrado en el control de la secrecién
de PRL y en la proliferacion de las células lactotropas mediados por la union a su
receptor de alta afinidad tipo |, expresado en las células hipofisarias [66]. Este factor
de crecimiento, en altas concentraciones o de manera dosis dependiente, aumenta los
niveles de PRL y TSH en cultivos primarios de células adenohipofisarias después de
periodos prolongados de incubacién [67]. Asi también, se ha reportado que FGF2
induce un marcado aumento en la expresion de ARNm de PRL en la linea celular

derivada de un tumor de la hipdfisis de rata GH3 [68]. Los efectos sobre la
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proliferacion de células lactotropas inducidos por el FGF2 serian modulados en parte
por la presencia del estradiol, quien provoca la liberacién de TGF-B3 en este tipo
celular. TGF-B3 actua sobre las células foliculo estrelladas estimulando la sintesis y la

secrecion de FGF2 [8].

Las acciones de los factores de crecimiento (EGF, TGF-a, IGF-1 y FGF2) son
mediadas por la unién a sus receptores de membrana especificos, con actividad
tirosina quinasa intrinseca, expresados en las poblaciones celulares adenohipofisarias.
Luego de la union del factor de crecimiento a su receptor, ocurren cambios
conformacionales de la proteina, que inducen la autofosforilacion de residuos de
tirosina especificos del dominio citoplasmatico del receptor. Estos cambios en el
receptor exponen sitios de union de proteinas adaptadoras y la posterior activacion de
quinasas de diferentes cascadas de sefializacion intracelular clasicamente involucradas
en las acciones inducidas por factores de crecimiento, que incluyen: fosfolipasa C
(PLC), proteinas quinasas A (PKA), fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) y proteinas
quinasas activadas por mitogenos (MAPK) [69-72]. También, se ha reportado la
activacion de las diferentes isoformas de proteinas quinasas C (PKC) entre las que se
incluyen las clasicas (a, B y y), noveles (6, €, 6 y n) y atipicas (T y () [73-75]. Por otro
lado, se ha descripto la participacion de la via del GMPc y éxido nitrico, de la proteina
activadora de GTPasa asociada al proto-oncogen RAS, como asi también miembros de

la familia de proteinas quinasas SRC [76, 77].

En la adenohipdfisis se sintetizan ademas, otros péptidos que acttan regulando
la actividad metabdlica de las lactotropas entre los que se encuentran la galanina, el
péptido intestinal vasoactivo y la calcitonina; siendo sus funciones generales las

siguientes:

Galanina: es sintetizada en el sistema nervioso central y periférico, asi como en
otros tejidos incluyendo la hipofisis anterior, donde su produccién es estimulada por
los estrogenos [78]. Los receptores para este factor se encuentran expresados en
células lactotropas, somatotropas y tirotropas. Este factor regula la expresion del gen

de PRL y estimula su liberacion, como asi también la proliferacion de células
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lactotropas y gonadotropas [79]. La sintesis de galanina fluctia con los niveles de

estradiol durante el ciclo estral, prefiez y lactancia [80].

Péptido intestinal vasoactivo (VIP) es sintetizado en el yeyuno o colon como
una hormona gastrointestinal. También fue localizado en la adenohipofisis de rata en
las subpoblaciones de células lactotropas [81, 82] y en otros tipos celulares [83]. Este
peptido estimula la secrecion de PRL de manera autocrina o paracrina [84]. Ha sido
descripto que los estrogenos regulan la liberacion de VIP modulando la actividad
secretoria y proliferativa de las lactotropas. Ademas, VIP puede actuar estimulando la
proliferacion de las células lactotropas a través de la inhibicion de TGF-B1, importante

factor inhibitorio presente en adenohipdfisis [85, 86].

Calcitonina es sintetizada y liberada por las células gonadotropas, actia a
través de la union a sus receptores expresados en las células lactotropas inhibiendo de
manera paracrina la sintesis y secrecion de PRL [87]. Ademas, este factor tiene accién
antiproliferativa indirecta sobre las lactotropas, ya que induce un aumento de la
sintesis de TGF-B1. Por otro lado, los esteroides ovaricos inhiben la expresion del gen
de calcitonina, como asi también la de TGF-B1, regulando de esta manera sus efectos

sobre las lactotropas [88, 89].

Los diferentes mecanismos de regulacion ejercidos a nivel hipotaldmico e
intrahipofisario convergen simultaneamente sobre la poblacién de células lactotropas,
las que a su vez pueden ser reguladas por otros factores (Figura 4). Como se describid
anteriormente, el estradiol es un importante modulador que tiene la capacidad de
modificar la respuesta de las células lactotropas a la mayoria de los factores
hipotalamicos e hipofisarios antes mencionados. Los mecanismos por los cuales actian
estan finamente balanceados entre ellos para regular la actividad secretoria vy

proliferativa de esta poblacion celular en diferentes estados fisiologicos.
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de homologia aunque median diferentes funciones [92]. Ambos receptores son
expresados en varios tipos celulares del organismo, incluidas las distintas poblaciones
celulares de la adenohipodfisis [93]. La expresion de los diferentes subtipos del RE y
proteinas que interacttan con el receptor varia en los diferentes estadios fisiolégicos y
en condiciones patoldgicas, lo cual influye notablemente en los efectos generales de

los estrégenos en las células blanco.

Los RE presentan cinco dominios: el dominio N-terminal de activacion
independiente de ligando (AF-1), un dominio de unién al ADN (DBD) que contiene la
estructura de dedos de zinc, una region bisagra que contiene la sefial de localizacion
nuclear (H), el dominio de unién al ligando (LBD) y la region C-terminal de activacion

dependiente de ligando (AF-2) [94].

Los RE a (66-kDa) y los RE B (60-kDa) tienen mas del 95 % de homologia en el
dominio DBD, alrededor del 59% en el dominio LBD, mientras que difieren en gran
medida en sus dominios de activacion, con menos del 15% de homologia en la regién
AF-1. La mayor variacion de la region N-terminal entre ambos receptores sugiere que
ambos isotipos pueden interactuar con diferentes proteinas co-activadoras, originando
asi sus efectos transcripcionales especificos [95]. El tipo de respuesta inducida por la
union del ligando, en ambos RE, depende también del tipo celular y de la unién a los
co-activadores o represores para traducir los efectos directos o indirectos del estradiol
sobre la expresion de genes blancos. El 17B-estradiol se une con similar afinidad a
ambos subtipos de RE, mientras que el 17a-estradiol, su enantidmero quiral, se une

con una baja afinidad a los RE [96].

Ademas de los subtipos clasicos de ambos receptores, existen variantes de
ARNm y de proteinas de los RE [94]. Estas variantes podrian ser el resultado del
“splicing” alternativo por la delecion de uno o mas exones o de la insercion de una

base dentro de un exan (Figura 5) [97].

Para los REa se han descripto la variante del REa 46, que carece del dominio
AF-1, identificadas en células MCF-7 de cancer de mama [98], osteoblastos [99],
macrofagos humanos [100] y en células endoteliales [101]. Una variante de 36-39 kDa
(REa 36-39) que carecen tanto del dominio AF-1 y AF-2 ha sido descripta en lineas
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celulares de cancer de mama [102] y en células adenohipofisarias [103]. Se ha
propuesto que esta variante del REa media los efectos del estradiol iniciados en la
membrana [103, 104]. Ademds, una proteina de 50-55 kDa ha sido reportada en
extractos adenohipofisarios por varios autores [105, 106], la cual posiblemente tendria

un rol fisiolégico en el desarrollo de la glandula [107].

En la adenohipofisis también se han reportado dos variantes truncadas del REa
de 22kDa denominados productos de respuesta al estrégeno truncados 1y 2 (TERP-1y
TERP-2) que carecen de la region N-terminal, de union al ADN, de la region bisagra y de
parte del dominio de union al ligando. La expresion de la proteina TERP-1 en
condiciones fisiologicas se limita a la glandula hipofisaria, localizada principalmente en
lactotropas y gonadotropas [97]. Debido a que el receptor TERP-1 no puede unirse al
ADN, no afecta la expresion génica por si mismo, pero puede formar heterodimeros
con cualquiera de los RE clasicos, modulando la accién del REa en forma positiva o

negativa, dependiendo del contexto celular y del promotor [108].

El REB ha sido detectado en la mayoria de las células endocrinas
adenohipofisarias, incluyendo un 30% de lactotropas [93], pero aun sus funciones no
han sido completamente establecidas. Este subtipo estaria relacionado con la
inhibicion de la proliferacion celular en mama, colon, pulmén y médula ésea [109-111].
Particularmente en tumores de mama el E2 a través del REB inhibe la proliferacién y
previene la formaciéon tumoral regulando negativamente genes que promueven la
induccion del ciclo celular [112, 113]. En adenohipofisis se ha descripto que participaria
en la regulacion de la secrecion de prolactina, ya que la sobre-expresién del REB en
células somatolactotrofica GH3B6 incrementd la expresion del gen de prolactina
inducida por estrogenos [114], mientras que otros autores mostraron que la activacién
del REP por un agonista especifico fue incapaz de incrementar la concentracion sérica

de prolactina [115].

Ademas del RE B de longitud completa, se han identificado otras variantes de
este receptor: el REB 2/cx [116] y el REB 5 [117]; resultantes de una combinacién
diferencial de corte y empalme de los diferentes dominios. Estas variantes del REB han

sido identificados en tumores de mama, siendo su funcién aun desconocida [118].
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Mecanismos de accion de los estrogenos

Acciones genomicas de los estréogenos

El modelo clasico de la activacion de los RE implica la unién al ligando
produciendo un cambio conformacional ligando-especifica del receptor, lo que permite
su disociacion del complejo de proteinas chaperonas inhibitorias [119]. Este cambio
conformacional en el dominio de unidn al ligando incluye la formacion de un bolsillo
hidrofébico lo que facilita la interaccion con proteinas co-reguladoras que pueden ya
sea aumentar o suprimir la actividad transcripcional del RE [120]. Estas modificaciones
producen la dimerizacion (homodimerizacidon o heterodimerizacion) del RE y la unién a
sitios blancos del ADN denominados elementos de respuesta especificos de estrégenos
(ERE). Después de la unién al ADN, los dimeros interactian con proteinas co-
reguladoras tales como moduladores de la cromatina (histona-acetiltranferas o
histona-metiltransferasas) y con co-activadores o co-represores, moléculas de gran
importancia para la modulacion de la transcripcion de genes blanco [121, 122] (Figura

6A).

Otro mecanismo descripto es el denominado como acciones gendmicas "no
clasicas", donde los dimeros del RE pueden regular la expresion de genes a través de
un mecanismo independiente de la unidn al ERE. Asi los RE interaccionan en forma
indirecta con el ADN a través de factores de transcripcion [123], entre los que se
encuentran la proteina activada 1 (AP-1) [124], |a proteina especifica 1 (Sp-1) [125] y el

factor nuclear kappa B [126] entre otros (Figura 6B).

Por otro lado, la funcién del RE también estd regulada por su activacion
independiente de la union del ligando, en la cual participan proteinas quinasas que son
activadas a través de receptores de factores de crecimiento (Figura 6C). Ha sido
descripto que el EGF por unién a su receptor produce la activacion ERK 1/2, la cual
fosforila al REq, induciendo un aumento de la transactivacion del RE en ausencia de E2

[70, 127].
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Acciones rapidas o no-gendémicas de los estrogenos

Ademas de los efectos transcripcionales bien establecidos del
E2 que tienen lugar en horas o dias, esta hormona también puede inducir efectos
rapidos, que se producen en segundos o minutos. Estas acciones fueron descriptas por
primera vez por el grupo de Szego y colaboradores en 1967 [128] y hasta la actualidad
numerosos estudios han contribuido al entendimiento de los efectos rapidos del E2 en

diferentes tipos celulares.

La identidad y localizacion subcelular de los receptores que median los efectos
rapidos del E2 sigue siendo un tema de controversia. Sin embargo, existe una clara
evidencia de que estos efectos son mediados, al menos en parte, por un pequefio poo/
de RE que se localiza cerca o en la membrana plasmatica [129]. Se ha reportado la
presencia de RE clasicos (a y B), variantes truncadas ERa-46 o ERa-36 o del receptor
de estrogeno acoplado a proteina G (GPER) en la membrana de diferentes tipos
celulares normales y tumorales [130-132]. El mecanismo por el cual los RE clasicos
translocan a la membrana celular adn no esta bien establecido. Varios estudios han
sugerido que los RE son modificados post-traduccionalmente por palmitoilacion (S-
acilacion). El agregado de moléculas de lipidos facilitaria la interaccién con caveolina-1

y la localizacion del RE en sitios caveola de la membrana celular [133].

Los mecanismos no gendmicos también denominados como sefiales de
esteroides iniciados en la membrana, se caracterizan por ser mediados por la
activacion de una variedad de vias de transduccion de sefiales. Estos efectos del E2 han
sido reproducidos utilizando complejos macromoleculares de E2 acoplados a albimina,
peroxidasa o poliaminas, que no pueden atravesar la membrana plasmatica y ni

acceder a los RE nucleares [134-136].

La activacion de los RE asociados a la membrana rapidamente desencadena
multiples cascadas de transduccion de sefiales a través de la interaccion directa del RE
con varias proteinas, incluyendo quinasas dependientes de factores de crecimiento y
proteinas adaptadoras [137-139]. El complejo multimolecular que se genera de esta
interaccion fue denominado signalosoma, variando en el contenido de proteinas

adaptadoras de acuerdo al tipo de celular (Figura 7).
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El RE por accidon de enzimas aciltransferasas es palmitoilado, lo que favorece su
translocacién hacia la membrana celular e interaccion con caveolina-1. La unién del E2
al RE induce la dimerizacion del mismo, el reclutamiento y activacion de diferentes
proteinas quinasas. Se ha descripto la activacion de diferentes vias de traduccion de
senales dependiendo del tipo celular y el efecto bioldgico final mediado por esta
hormona esteroidea. La participacion de la via del GMPc, la activacion de eNQS, la
produccion de AMP ciclico y éxido nitrico fue reportada en células endoteliales [140].
También la activacion de los RE de membrana puede dar lugar a la disociacion de las
subunidades de proteinas G produciendo finalmente un incremento de calcio

intracelular [141].

Por otro lado, los receptores de EGF y IGF-1 presentes en el signalosomas
también pueden interaccionar con el RE y cooperar en la activacion de la via MAPK.
Esto incluye la unién con proteinas adaptadoras: Shc, Grb2, Sos y la activaciéon de Ras-
GTP asas, lo que conduce en ultima instancia a la activacion de la cascada de MAPK
quinasas: RAF, MEK y ERK. Esta ultima quinasa puede inducir la activacion de factores
de transcripcion en el ntcleo. Ademas de la activacion de la via MAPK, el E2 puede
inducir la activacion de la via de PI3K-proteina quinasa B (PI3K-Akt) [142]. Se ha
reportado que en presencia de estradiol, el REa interacciona con la subunidad
reguladora p85a de PI3K, lo que desencadena la activacion de la subunidad catalitica
p110, aumentando la produccién intracelular de fosfatidilinositoles y finalmente la

activacion de Akt [143].
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[106, 146]. Ademas, se determind que el pool/ de RE de membrana media el efecto
inhibitorio del E2 sobre la proliferacion de células lactotropas inducida por IGF1 e
insulina, dato indicativo de interacciones entre efectos iniciados en la membrana y

acciones genomicas como un mecanismo de control celular [146].

Considerando estos antecedentes, en este trabajo de tesis nos propusimos
investigar los mecanismos de accién involucrados en el rol modulador del estradiol
sobre la actividad secretoria y proliferativa de células lactotropas en interaccion con

otros factores que regulan directamente estos procesos como TRH y FGF2.
Regulacion de la secrecion de prolactina por E2y TRH

La prolactina es una hormona polipeptidica identificada por el grupo de Riddle,
y su denominacion responde a su capacidad de promover la produccion de leche en
respuesta al estimulo de succion [149]. Su funcion principal es la de estimular el
crecimiento y desarrollo de la glandula mamaria, estimular la lactogénesis y mantener
la secrecion de leche durante la prefiez. Sin embargo, se han reportado que esta
hormona participa en multiples funciones en el organismo [3]. Entre las funciones
reproductivas se destaca su capacidad de promover la sintesis de progesterona en el
cuerpo luteo, participando ademas en el mantenimiento de la homeostasis del

organismo, regulacion del sistema inmune, equilibrio osmético y en la angiogénesis.

El control de la secrecion de PRL involucra una compleja interrelacion entre
neurohormonas, neurotransmisores, péptidos, factores de crecimiento y esteroides
ovaricos. Como se describié anteriormente la liberacion de PRL es tonicamente
inhibida por dopamina, el principal inhibidor de PRL y estimulada por numerosos
factores siendo TRH el factor fisioldgico mas potente en inducir la liberacion rapida de
PRL [3]. Por otro lado, PRL ejerce un control negativo autocrino sobre su propia
secrecion [150-152] y a nivel hipotalamico, promueve un incremento en la expresion y
actividad de la tirosina hidroxilasa, enzima involucrada en la sintesis de dopamina

[153].
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lactotropas, incrementando el nimero de los mismos en la membrana y aumentando

la afinidad de unién a TRH durante la fase del proestro [162].

La capacidad de TRH de inducir la sintesis y la secrecion de PRL implica la
interaccién con receptores acoplados a proteina G presentes en la membrana de las
células lactotropas [163, 164]. La unién de TRH al receptor estimula la actividad de la
fosfolipasa C [165], lo cual incrementa los niveles intracelulares de diacilglicerol (DAG)
e inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) [166]. El DAG activa las PKC, especificamente la isoforma
g, induciendo la translocacion de esta quinasa desde el citosol a la membrana
plasmatica [167, 168]. Por otro lado, el IP3 por unién a receptores especificos en el
reticulo endoplasmatico liso estimula la liberacion del Ca*? [169]. El aumento de la
concentracion de Ca*? intracelular produce la activacién de proteinas dependientes de
Ca*? como calmodulina y PKC, proteinas involucradas en la liberacion de PRL inducida
por TRH. También se ha demostrado que TRH puede activar la via de sefalizacion
MAPK induciendo la fosforilacion de ERK en cultivos de la linea celular tumoral
hipofisaria GH3 [170]. Por lo tanto multiples quinasas involucradas en vias de
transduccién de sefiales incluyendo PKC, quinasas dependientes de ca™ y MAPK

pueden ser activadas por TRH.

En estudios anteriores, demostramos la participacion del RE de membrana en la
accion regulatoria del E2 sobre la actividad secretoria y proliferativa de las células
lactotropas utilizando cultivos primarios de células adenohipofisarias. El estradiol a
través de los RE de membrana es capaz de revertir el efecto proliferativo inducido por
insulina a través de la inhibicion de la via de sefializacion PKCe/ERK1/2/Pit-1 y la
estimulacion de la via guanilato ciclasa/GMPc/NO [146, 171]. Asi también, se describio
que la secrecion de PRL inducida por E2 a través de los REa de membrana es mediada
por la activacion de la via PKC/ERK1/2 [146]. Otros autores, también han reportado la
participacion de los RE de membrana sobre la liberacion de PRL promovidos por el
aumento del Ca"™ intracelular en hipdfisis normal [172] y en la linea celular tumoral
somatolactropica GH3/B6, siendo este efecto dependiente de los niveles de los REa

presentes en la membrana plasmatica de las lactotropas [173].
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Por otro lado, se ha descripto que IGF-1 induce un aumento en la secrecion de
PRL por activacion de la via PI3K/Akt a través de un mecanismo dependiente de ERK en
las células hipofisarias [174]. Sin embargo, aun no ha sido reportada la participacion de
esta via en los efectos del E2 sobre la liberacion de PRL mediados por los REa de
membrana. Teniendo en cuenta estos antecedentes, fue de interés analizar la
participacién de otras vias de sefializacion alternativas diferentes a las clasicamente
descriptas en la regulacion de la respuesta secretoria de las células lactotropas
inducida por E2 y TRH mediadas por sus receptores de membrana. Un mejor
conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados podria contribuir al
entendimiento de los cambios rapidos de los niveles de PRL que se producen en

diferentes procesos fisiologicos.

Regulacion de la poblacion de células lactotropas mediada por E2 y FGF2

La adenohipofisis exhibe una importante plasticidad durante la vida adulta, los
cambios son transitorios con una prevalencia de la mitosis sobre la apoptosis. Ambos
eventos pueden tener un impacto considerable en la dinamica de las subpoblaciones
celulares adenohipofisarias [175, 176]. La poblacion de lactotropas exhibe cambios
significativos en el nimero de células que la componen dependiendo del estado
reproductivo y de los requerimientos hormonales durante el ciclo estral, prefiez y
lactancia. Las lactotropas proliferan activamente en respuesta a diferentes estimulos,
hormonas hipotalamicas, neuropéptidos, factores de crecimiento y hormonas
esteroideas, entre otros [6, 18, 177-180]; siendo muy complejos los mecanismos que

regulan la actividad mitética de este tipo celular.

Como se describié anteriormente la poblacion de células lactotropas responde
al estimulo estrogénico, siendo ampliamente conocido que el tratamiento con E2 in
vivo e in vitro, induce la proliferacion celular [147, 148, 181]. Con referencia a la accién
mitogénica, se ha observado que este efecto es mediado por un mecanismo paracrino
a través de factores de crecimiento secretados por células vecinas que expresan el

receptor de estrégeno [6].
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La interaccion entre E2 y factores de crecimiento tales como EGF o IGF-1, es
mediada por vias de sefalizacion iniciadas en la membrana plasmatica quienes
culminan con la activacion de eventos gendmicos [182-184], estimulando asi la
proliferacion celular en diferentes tejidos [53, 185, 186]. Este efecto podria ser
mediado a través de interacciones directas entre el RE con los receptores del factor de
crecimiento quinasa dependiente o con otras proteinas denominadas proteinas de
andamiaje [187, 188]. Si bien ha sido clasicamente descripto que la co-incubacion de
E2 y factores de crecimiento induce un aumento en la proliferacién de lactotropas, en
nuestro laboratorio hemos demostrado que el E2 fue capaz de revertir el efecto
proliferativo inducido por IGF-1 o insulina [61, 171]. Estas acciones aparentemente
contradictorias pueden contribuir al equilibrio del tamano de las poblaciones celulares
de adenohipofisis a través de mecanismos intracelulares que ain no han sido

completamente esclarecidos.

Con este objetivo, en la segunda parte de este trabajo nos propusimos
esclarecer la contribucion de los RE citoplasmaticas/nucleares y de membrana y la via
de sefalizacion involucrada en los efectos modulatorios del E2 en interaccion con FGF2

sobre la proliferacion de las lactotropas.

Como se describio previamente el FGF2 es un potente mitégeno, el mas
abundante en adenohipofisis siendo sintetizado por las células foliculo estrelladas
[189]. En nuestro laboratorio se demostro la presencia de FGF2 en membrana
plasmatica de diferentes tipos celulares adenohipofisarios: somatotropas,
gonadotropas y lactotropas por inmunocitoquimica a nivel de microscopia electronica
[190]. En la gldndula normal, el FGF2 desempefia un importante rol en la
diferenciacion de las células lactotropas en ratas neonatas, mientras que en ratas
adultas participa en la induccidon de la proliferacién de esta poblacion celular como asi
también en la regulacion de la secrecion de PRL. Los efectos biolégicos del FGF2 estan
mediados por unidon a los receptores transmembrana de alta afinidad (RFGF),
describiéendose diferentes subtipos [191]. En adenohipdfisis ha sido informado que la

unioén del FGF2 a sus receptores puede activar multiples intermediarios de las vias de
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sefalizacion, incluyendo las isoformas de PKC, las quinasas Src, Ras miembro de

familias de proteinas G pequefias, ERK 1/2 entre otras [192, 193].

Los efectos proliferativos inducidos por el FGF2 serian mediados en parte por la
presencia del estradiol, quien estimularia la sintesis y secrecion del factor de
crecimiento en las células foliculo estrelladas. La interdigitacion de las células foliculo
estrelladas y lactotropas es indicativo de una comunicacion intercelular dindmica [8].
En investigaciones previas realizadas en prolactinomas experimentales inducidos por
estrogenos, hemos demostrado un aumento significativo de la expresion de FGF2
directamente relacionado con el grado de estimulo estrogénico [190]. Ademas, el E2 es
capaz de inducir un aumento en la expresion de RFGF, lo cual le otorga a esta hormona
un importante rol como modulador de las acciones inducidas por FGF2 [194]. En
adenomas hipofisarios humanos, se ha descripto la desregulacion de la relacion del
FGF/RFGF, mostrando ademas alteraciones en el subtipo de RFGF [195]. En modelos
experimentales de tumores hipofisarios desarrollados en ratones knock-out del
receptor de dopamina D2, se observé un aumento de los niveles de RFGF [196]. En
este ultimo modelo, el desarrollo de los prolactinomas fue mas evidente en hembras
que en machos, debido principalmente a los niveles estrogénicos plasmaticos

presentes en cada sexo [197].

Si bien ha sido informado que E2 ejerce acciones mitogénicas o antimitogénicas
mediadas por factores de crecimiento existen evidencias en que sugieren que esta
hormona podria influir directamente sobre la proliferacion de lactotropas, siendo
escasamente descripto el mecanismo de accion involucrado [198]. Para contribuir a
este conocimiento clave en la regulacion del tamafio de la poblacion de lactotropas
inducido por E2 y FGF2, se evalud la participacion de los diferentes subtipos de RE, su

localizacion intracelular y la via de sefializacion activada.
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Objetivos

Objetivo general

Estudiar los mecanismos involucrados en el rol modulador del estradiol sobre la
actividad secretoria y proliferativa de las células lactotropas inducida por TRH o FGF2

respectivamente.

1) Analisis del efecto del estradiol sobre la actividad secretoria de células lactotropas

inducida por TRH

Objetivos especificos:

- Determinar la participacion de los RE de membrana en los efectos del estradiol
sobre la secrecion de PRL estimulada por TRH.

- Analizar la translocacion intracelular de la isoforma REa por accién del E2 en
interaccion con TRH.

- Determinar las vias de sefializacion involucradas analizando la participacion de

las vias PI3K/Akt y MAPK-ERK1/2.

2) Estudio del efecto combinado del estradiol y FGF2 sobre la proliferacion de células

lactotropas

Objetivos especificos

- Determinar la actividad proliferativa de las células lactotropas inducida por
estradiol en interaccién con FGF2.

- Establecer el rol de las isoformas a y B del RE y la participacion del RE de
membrana en la respuesta proliferativa de lactotropas inducida por E2/FGF2.

- Evaluar la asociacion del RFGF y REa en células adenohipofisarias promovida
por E2/FGF2

- Analizar las vias de sefializacion activadas determinando la participacion de Akt

y MEK-ERK1/2.
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Materiales y Métodos

Animales

En el presente trabajo se utilizaron ratas Wistar hembras virgenes, de tres
meses de edad, en diferentes periodos del ciclo estral. Los animales fueron exocriados
en bioterio y mantenidos en condiciones controladas de temperatura (21 + 32C) y
fotoperiodo (14h luz/10h oscuridad), con libre acceso a agua corriente y a alimento
balanceado para roedores comercial (Cargill, Division Nutricion Animal, SACI, Cérdoba)
suplementado con semillas de girasol, siguiendo las recomendaciones publicadas en la

Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH (1996).

Para los diferentes protocolos experimentales se realizaron cultivos primarios
adenohipofisarios utilizando un nimero de 15 a 20 ratas para homogeneizar la
muestra. Todos los protocolos realizados en este trabajo de tesis fueron aprobados por
el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacional de

Cordoba.

Cultivos primarios de células adenohipofisarias

Las ratas fueron decapitadas evitando cualquier estrés originado 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 Institucional Local de Cuidado Animal.

Las hipofisis fueron removidas a los 10 segundos siguientes a la decapitacién y
colocadas en medio de cultivo esencial minimo suplementado con aditivos (SMEN,
Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). Posteriormente, las glandulas fueron cortadas en
pequeiios fragmentos e incubadas con 0,4% de tripsina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
USA) en SMEN durante 20 min. La actividad enzimatica de la tripsina fue inhibida
utilizando medio con una combinacién de suero fetal bovino (8%) y suero de caballo
(3%) (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA). A continuacion, la primera dispersion celular
obtenida fue lavada 3 veces con SMEM, centrifugada después de cada lavado por 3min
a 1000rpm y luego nuevamente dispersada en forma mecanica con pipetas Pasteur de
calibre decreciente para obtener una suspension celular homogénea. En cada cultivo

p
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Disenos experimentales

Para cumplimentar los objetivos propuestos en este trabajo, después de 4 dias
de cultivo, el medio DMEN completo con suero fue remplazado por medio de cultivo
DMEM completo sin rojo fenol y sin suero; suplementado con 100 pg/l de
hidrocortisona, 400 ng/I de 3,3’-triyodotironina, 10 mg/I de transferrina y con 5 pg/I de
selenito de sodio durante 24h. Posteriormente, se realizaron los siguientes disefios

experimentales:

1) Analisis del efecto del estradiol sobre la actividad secretoria de células

lactotropas inducida por TRH

Para la primera parte de este trabajo, las células adenohipofisarias en el sexto
dia de cultivo fueron estimuladas con: vehiculo (0,1% de BSA), E2 (10 nM; Sigma), E2-
BSA (10 nM, complejo de E2 unido covalentemente a BSA) o TRH (10nM; Sigma), solos
0 en combinacion: E2/TRH o E2-BSA/TRH durante 30 min.

El E2 se disolvid en etanol de modo tal que la concentracién final de etanol en
el medio fue de 0.01%. La solucidn del complejo de E2-BSA se preparé por disolucion
de 1 mg del liofilizado comercial (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) en 1 ml de buffer
Tris-HCI (50mM, pH 8,5). Una alicuota de la solucién fue filtrada en una unidad de
filtracion con poro de peso molecular de 3000 Da (Millipore) y centrifugada a 13000 g
durante 30 min. La solucidn retenida del filtrado se lavo tres veces con 400ul de buffer
Tris-HCl y ajustada a la concentracion de trabajo.

Células no estimuladas controles (C), fueron incubadas con los vehiculos

correspondientes para cada estimulo: 0,01% de Etanol 0 0,1% de BSA.
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La PRL fue marcada con I'® aplicando la técnica de cloramina T y purificada a través
de una columna con Sephadex G-75 y poliacrilamida agarosa (ACA 54, LKB, Bromma,
Suecia). La sensibilidad del ensayo fue de 1 ng/ml de medio y el coeficiente de
variacion inter e intraensayo fue de 10%. Estas determinaciones fueron realizadas en el
Laboratorio de Reproduccion y Lactancia, IMBECU-Consejo Nacional de Investigaciones

Cientificas y Técnicas, Mendoza.

Evaluacion de la proliferacion celular por incorporacion de BrdU

Las células lactotropas en fase S del ciclo celular (sintesis de ADN) fueron
identificadas por una doble inmunocitoquimica de PRL y bromodeoxiuridina (BrdU),
siguiendo el protocolo establecido por Oomizu y col [199] con modificaciones [61].
Después de los tratamientos por 30 min o 4 h, el medio de cultivo fue reemplazado
afiadiendo 100 nM de BrdU durante 24 h adicionales. Las células en cultivo adheridas a
los cubreobjetos fueron fijadas con 4% de paraformaldehido en buffer fosfato salino
(PBS) durante 30 min a temperatura ambiente (TA), lavadas con PBS y permeabilizadas
con 0,5% de Triton X-100 en PBS por 10 min. Para bloquear la inmunoreactividad no
especifica, las células fueron incubadas con PBS-BSA al 5% por 30min a TA y luego toda
la noche con anticuerpo monoclonal contra BrdU (1/100; Amersham,
Buckinghamshire, UK) a 4 2C en una camara humeda. Después de lavar con PBS se
incubaron con un anticuerpo biotinilado dirigido contra 1gG de raton (1/100; GE
Healthcare; Buenos Aires, Argentina) por 1h a 37°C y finalmente con el complejo
avidina-biotina peroxidasa (ABC; Vector; Burlingame, USA) por 30min a TA. lLa
inmunorreactividad de la BrdU fue visualizada utilizando como cromdgeno el
tetrahidro-cloruro de 3, 3-diaminobencidina (DAB) y se considerd una reaccion positiva

las células con nucleos teriidos de marron.

Para la deteccion de las células lactotropas, a continuacion se realizd una
inmunumarcacion para PRL en el mismo cubreobjetos. Las células fueron incubadas
con un anticuerpo de conejo anti-PRL de rata (1/3000, NIH-Hormone Program,
Bethesda, USA) en una camara humeda durante 1h a 372C, lavadas con PBS, incubadas

con un anticuerpo biotinilado dirigido contra IgG de conejo (1/150; GE Healthcare) por
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1h a 37°C y finalmente con el complejo avidina-biotina peroxidasa (ABC; Vector;
Burlingame, USA) por 30min a TA. La inmunomarcacion de PRL fue visualizada
utilizando como cromégeno cloronaftol, tomando como positivo las células cuyo
citoplasma (region perinuclear) estuvo tefiido de un color azul violdceo. Al término de
ambas inmunomarcaciones, los cubreobjetos fueron lavados con agua destilada y
montados con glicerol.

Los controles negativos de la inmunomarcacion fueron realizados en paralelo
siguiendo los mismos pasos descriptos, pero omitiendo los anticuerpos primarios anti
BrdU o PRL.

El recuento de células se realizé a nivel de microscopia
fotdnica, siguiendo un patrén de disefio estandar, como se
muestra en la figura. Un total de 1000 células inmunorreactivas

Cubreobjeto (13mm)
para PRL fueron examinadas en cada cubreobjeto para
establecer la proporcion de células doble positivas para BrdU y PRL en el total de
células PRL positivas. Se analizaron 3 cubreobjetos para cada grupo y los experimentos

fueron repetidos en tres cultivos celulares independientes.

Identificacion del receptor de FGF en células lactotropas por inmunocitoqui-

mica ultraestructural

Para observar la presencia del receptor de FGF (RFGF) en la membrana
plasmatica de células lactotropas, se realizd una inmunomarcacion del receptor en
células intactas aplicando la técnica de pre-inclusién [200]. Este procedimiento fue
disefiado para la deteccion de antigenos en la superficie celular antes de la fijacién de
la muestra, permitiendo asi una optima preservacion del antigeno y en consecuencia,
excelente inmunomarcacion del mismo.

Después de 96 horas de cultivo, las células adenohipofisarias fueron lavadas
con solucion de Hank, incubadas con 1% de PBS-BSA durante 15 min a 379C para
bloquear los antigenos no especificos y luego con el anticuerpo anti-RFGF (1/50, Flg C-
15-121, Santa Cruz Biotechnology, CA-EEUU) por 1h a 37°C. Posteriormente, para

detectar los sitios inmunoreactivos, se utilizd el anticuerpo secundario de conejo
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conjugado con particulas de oro coloidal de 15 nm (1/20, Electron Microscopy,
Hatfield, PA) por 1h a TA.

En paralelo, para validar la especificidad de la inmunomarcacion, se realizd el
mismo procedimiento pero sustituyendo el anticuerpo primario con 1% de PBS-BSA o
pre-incubando con un péptido de bloqueo comercial (sc-121 P, Santa Cruz
Biotechnology, CA-EEUU).

Finalizada la inmunomarcacion, las células fueron despegadas de la base de las
placas con un scraper, centrifugadas a 1000 rpm y procesadas siguiendo el protocolo
que se detalla a continuacion:

1- Fijacion con solucion de Karnovsky compuesta por: glutaraldehido 2%,
formaldehido 2% diluidos en baffur cacodilato 0,1M por 2h a TA.

2- Post-fijacion: con 1% de OsO4 en buffer cacodilato por 1h y tefiido en bloque
con 1% de acetato de uranilo en buffer acetato 0,1 M pH 5,2 durante 20 min a TA.

3- Deshidratacion: con serie de acetonas en concentraciones crecientes,

Acetona 50% 15 min
Acetona 70% 15 min
Acetona 90% 15 min
Acetona 100% 15 min

4- Inclusién: en resina epdxica compuestas por:

Araldita 506 (48,5%)

Anhidrido dodecenilsuccinico (DDSA) (48,5%)
Diobutilftalato (DBP) (0,5%)

Acelerador dimetilaminobenceno (BDMA) (2,5%)

Se realizd en primera instancia la infiltracion del material con una mezcla de
partes iguales del medio de inclusion y acetona 100% durante 3 h.
5- Pre-inclusién en Araldita (mezcla epoxi completa) a TA durante 6-8 h.
6- Inclusion final en Araldita y posterior polimerizacion de la resina en estufa a 60°C
por 48h.

Una vez incluido el material, se obtuvieron secciones semifinas (60nm) en un
ultramicrétomo Jeol JUM-7 provisto de cuchilla de diamante y los cortes ultrafinos

fueron recogidos en grillas de niquel de 250 mesh.
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Para identificar células lactotropas que expresan el RFGF, las grillas fueron
incubadas con H,0; al 10% por 7min, bloqueadas con 1% de suero normal de cabra por
45 min y luego expuestas al anticuerpo de conejo anti-PRL de rata (1/5000) durante
toda la noche a 4°C. Luego de 3 lavados con H,O bidestilada de 5 min cada uno, la
union especifica del anticuerpo primario se reveld utilizando un anticuerpo secundario
anti-conejo acoplado a oro coloidal de 5nm (1/20 Electron Microcopy Sciences, USA)
durante 1h a 37°C.

Para la observacion al microscopio electronico, las secciones de Araldita fueron
contrastadas con una solucidn saturada de uranilo en alcohol al 50% por 1min y
posteriormente analizadas con el microscopio electronico de transmision Zeiss Leo

906-E equipado con una camara digital Megaview Il (Oberkochen, Alemania).

Tabla 2. Composicion de los buffer utilizados en la técnica de
inmunocitoquimica ultraestructural aplicando la técnica de pre-inclusion.

Soluctbn de Mok Solucion de Karnovsky

i o,

HEPES 10 mM Glutaraldeijldo 2%

Formaldehido 2 %
NaCl 140 mM .

Buffer cacodilato 0,1M
o can H ajustado 7,4
Glucosa 0.1% phaj ,
Na,HPO, 0,34 mM
CaCl; 0,5 mM
MgCl; 0,5mMm
pH ajustado 7,4

Determinacion del REa de membrana en la poblacion de células lactotropas

mediante citometria de flujo

Las células en cultivo fueron despegadas de las placas utilizando una solucion
de tripsina al 0,4%, lavadas 3 veces y centrifugadas a 1000 rpm por 5 min con buffer
conteniendo PBS, 1% azida sddica y 2% suero fetal bovino para bloquear uniones
inespecificas. Las células dispersadas fueron luego incubadas con un anticuerpo de
conejo anti-REa de rata (1/50; MC-20 con inmunoreactividad para el extremo carboxilo
terminal, Santa Cruz Biotechnology, CA-EEUU) o con un control de isotipo apropiado

durante 30 min a 4 °C, lavadas e incubadas con un anticuerpo secundario Alexa Fluor
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647 (1/1, 000, Invitrogen, Eugene, Oregon) por 30 min adicionales a 4°C. A
continuacion, las células fueron fijadas (CITOFIX, BD Biosciences Pharmingen, San
Diego, CA) por 20 min a 4°C.

Para la deteccion de las células lactotropas, la dispersion celular fue
permeabilizada con Perm/Wash (BD Biosciences Pharmiogen, San Diego, CA) y luego
incubada con el anticuerpo anti-PRL (1/20.000) por 30 min a 4 °C, lavadas e incubadas
luego con el anticuerpo secundario FITC (1/300, Santa Cruz Biotechnology) por 30 min
a 4 °C. Finalmente, las células fueron lavadas, re-suspendidas en PBS filtrado y
analizadas (1 x 10° eventos / tratamiento experimental) en un citometro de flujo FACS
Ariall (Ortho Diagnostic System, Raritan, NJ, perteneciente a la Facultad de Ciencias
Quimicas, UNC).

Como control de isotipo, las células se incubaron con suero normal de conejo
en lugar de los anticuerpos anti-PRL o anti-REa, evaluando asi las uniones inespecificas
de los anticuerpos secundarios utilizados.

El analisis de los datos fue realizado utilizando el software Flowlo (Tree Star,
Ashland Inc., OR) y el porcentaje del REa de membrana (REam) en células lactotropas
positivas se calculd por la ecuacion: [(REam+ PRL+) / total de células PRL +] x 100. Las
variaciones de los niveles de intensidad del REam se determinaron utilizando la

intensidad de fluorescencia de la media geométrica (Gmean).

Preparacion de los lisados celulares para el andlisis de proteinas mediante

Western Blot

Para el analisis de la expresion de diferentes proteinas, una vez finalizados los
protocolos experimentales, las células del cultivo fueron lavadas con PBS vy lisadas en
hielo mediante la adicion de 120ul/pocillo con buffer de lisis a 4 °C. Después de 30
minutos, los lisados celulares fueron centrifugados a 13000 rpm durante 20 min a 4 2C
para sedimentar el material insoluble y los sobrenadantes fueron almacenados en
alicuotas a -20 °C. La concentracion total de proteina de los lisados celulares se
determind mediante el método de mini-Bradford (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,

EEUU).
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Los extractos totales obtenidos de los diferentes protocolos experimentales
fueron preparados para ser sembrados en gel de poliacrilamida, mezclando 100ul de
homogenato con 20ul de buffer de muestra y calentados durante 5min a 95°C. Luego,
50ug de proteina de los homogenatos fueron sembrados en cada calle y separados por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 12% (Sigma Chemical Co). En el mismo gel se
corrio en paralelo un marcador de peso molecular Rainbow con una gama completa de
proteinas de peso molecular conocido (Amersham-Life Science, Bucks, Inglaterra) para
estimar el peso molecular de las diferentes proteinas analizadas. Las corridas
electroforéticas fueron realizadas a voltaje constante de 200 V utilizando una fuente
de poder Bio-Rad Power Pack 200 por 35min. Posteriormente, la transferencia de las
proteinas a una membrana de nitrocelulosa Hybond-C (Amersham Pharmacia,

Buckinghamshire, UK) fue efectuada a 300mA por 60min.

Tabla 3. Composicion de los buffers utilizados en la técnica de Western Blot.

Buffer lisis pH=7,4
Tris- HCI 25mM
NaCl 150 nM
Nonidet- Igep NP40 1,25%
EDTA 1mM
Inhibidores de proteasas:
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 0,1mM
Leupeptina 10 mg/ml
Aprotinina 10 mg/ml
Inhibidores de fosfatasas:
NaF 10mM
Pirofosfato de Sodio 20mM

Buffer Muestra pH=6,8

Tris-HCI 0,35M

glicerol 30%

SDS 10 %

DTT 9,3%

Azul de bromofenol 0,12 mg/ml
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Terminada la transferencia, los siguientes pasos fueron realizados sobre las
membranas de nitrocelulosa con las proteinas transferidas:
1- Bloqueo de sitios de union no especifica: con PBS-Tween 20 (0,1%)-leche 5%; 1h
en agitacion a temperatura ambiente.
2- Incubacién con anticuerpo primario diluido en PBS-Tween-20 0,1%-leche 5% a
37 °C, en agitacion. Se emplearon las siguientes diluciones:

-anti Akt total: 1/300 (policlonal de conejo anti-rata, Santa Cruz, Biotech, USA)
-anti Akt 1 fosforilada: 1/300 (policlonal de conejo anti-rata, Santa Cruz,
Biotechnology, USA)
-anti ERK1/2: 1/700 (policlonal de conejo anti-rata, Santa Cruz, Biotech, USA)
-anti ERK1/2 fosforilada (P-ERK1/2): 1/700 (monoclonal de ratén anti-rata,
Sigma, Chemical Co. St. Louis, MO, USA)

3- Lavado con PBS-Tween-20 por 30 min, en agitacion a TA.

4- Incubacion con anticuerpo secundario diluido en PBS-Tween20 (0.1 %)-leche
5% por 1 h en agitacion a TA:
- anti-conejo unido a peroxidasa 1/5000 (Jackson Immunoresearch Labs
Inc, West Grove, PA, USA)
- anti-raton unido a peroxidasa 1/2500 (Jackson Immunoresearch Labs
Inc, West Grove, PA, USA)
5- Lavado con PBS-Tween-20 por 30 min, en agitacion.

6- Incubacidon con agente de deteccion quimioluminiscente (Kit ECL Amersham).
7-Exposicion de la membrana a una placa fotografica para la deteccion de las
sefales quimioluminiscentes procedentes de los blots de las proteinas

(Hyperfilm ECL Amersham).

8- Revelado vy fijacion de la placa fotografica (Hyperfilm, Amersham-Pharmacia-

Biotech, Bucks, Reino Unido).

Las densidades de las bandas correspondientes a los resultados obtenidos
mediante Western Blot fueron analizados con el programa Scion Image (V. 4.0.2 Beta,
Scion Image Corp., Frederick, MD, EE.UU.). La cuantificacion de la densitometria fue
realizada en al menos tres placas por grupo para el posterior analisis estadistico de los

valores.
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Analisis de interaccion del REa y RFGF por co-inmunoprecipitacion

Los extractos totales de las células de cultivo obtenidos de controles y tratados
(750ug de proteina/tratamiento) fueron incubados e inmunoprecipitados utilizando un
anticuerpo anti-REa (10pg/mL) durante 1h a 4°C en rotor. Luego los inmunocomplejos
fueron adsorbidos y precipitados usando el complejo de proteina A-particulas de
Sepharose (Sigma-Aldrich St. Louis, MO, EE.UU.) toda la noche a 4 °C en rotor.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 13000 rpm por 1 min, el
sobrenadante descartado, incubando el precipitado con 1 ml de buffer | a 4°C por 20
min en rotor. Este proceso fue realizado 2 veces con el buffer |, Il y Ill. Luego los
precipitados fueron resuspendidos en 15ul de buffer de muestra, desnaturalizados a
95 °C por 5min y centrifugados a 13000 rpm por 1 min. Finalmente, los sobrenadantes
conteniendo las proteinas inmunoprecipitadas fueron sembrados en geles de
poliacrilamida al 12%, desarrollados en corrida electroforética y transferidos a
membranas de nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas e incubadas con los
anticuerpos primarios anti-RFGF (1/200-1pg/mL) o anti-REa (1/200-1pg/mL) a 4 °C

durante toda la noche y luego reveladas como fue descripto en la seccién anterior.

En forma paralela se realizaron controles positivos y negativos de la interaccién
observada en la co-inmunoprecipitacion. Como control positivo se analizé la
interaccidon ya descripta entre REa y IGF-1R en lisados de células adenohipofisarias
[201] y como control negativo se utilizd un lisado de la linea celular Hela, que no

expresa RE.
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2- Deshidratacion: con serie creciente de alcohol etilico,

Etanol 50% 15 min
Etanol 70% 15 min
Etanol 90% 15 min
Etanol 100% 15 min

3- Pre- inclusion en una mezcla 1/3 de resina acrilica LR White (The London Resin
Co. Berkshire, Reino Unido) con etanol 100%, durante 4 h. Seguido por una
mezcla de partes iguales de resina y alcohol por 2 h.

4- Inclusion: la inclusion en la resina acrilica LR White y en estufa (50 °C) durante 24

h para que la resina polimerice.

Secciones ultrafinas del material incluido fueron obtenidas en wun
ultramicrétomo y montadas en grillas de niquel.

Los cortes se inmunomarcaron sobre gotas de los reactivos depositados sobre
parafilm. Se realiz6 una doble inmunomarciéon en las grillas que contienen las
secciones ultrafinas, realizando los siguientes pasos:

- Bloqueo de uniones inespecificas con PBS/BSA al 1 % por 30 min a TA.

- Incubacién con anticuerpo primario de conejo anti-RFGF (1/200) toda la noche a 4 C.
- Lavado 3 veces con PBS por 5 min cada uno.

- Revelado de la union especifica del anticuerpo primario con un anticuerpo secundario
anti-conejo acoplado a oro coloidal de 15nm (1/30, Electron Microcopy Sciences, USA)
durante 1h a 37°C.

Posteriormente, en las mismas secciones ultrafinas obtenidas en el paso
anterior se realizaron todos los pasos descriptos utilizando el anticuerpo anti- REa
(1/50) y el complejo inmune se reveld utilizando un anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a oro coloidal de 5nm (1/20 Sigma, USA).

Para validar la especificidad de la inmunomarcacion, se realizaron controles
negativos reemplazando el anticuerpo primario por albimina bovina al 1 % en PBS,
seguido del correspondiente anticuerpo secundario.

Finalmente, se realizd el contraste de los cortes utilizando una solucion
saturada de acetato de uranilo acuosa por 1min, seguido de lavados con agua
bidestilada. Las grillas fueron observadas y las imagenes fueron obtenidas en un

microscopio electrénico Zeiss LEO 906E.
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Tabla 5. Composicion de los buffers utilizados en la técnica de inmuno-
citoquimica ultraestructural post-inclusion.

Solucion de Karnovsky pH=7,4

Glutaraldehido 0,75 % (v/v)

Formaldehido 2% (v/v)

Buffer cacodilato 0,1M

Sucrosa 7%
Solucién de Bloqueo: pH=7,4
Suero Normal de cabra 5%
Albumina Sérica Bovina (BSA) 5%
Gelatina de pescado de agua fria 0,1 mM
PBS 100 ml
Conserva a -20°C.

Localizacion subcelular de proteinas por microscopia laser confocal

Para el analisis de la localizacién subcelular de diferentes proteinas, células
controles y tratadas adheridas a los cubreobjetos fueron fijadas en 4% de
paraformaldehido y permeabilizados con 0,25% de Triton X-100 en PBS. Luego, las
uniones no especificas fueron bloqueadas con 5% de PBS-BSA por 1 h.

Para la deteccion del REa las células fueron incubadas con un anticuerpo
policlonal anti -REa (1/50) a 4 °C toda la noche en camara himeda, luego lavadas tres
veces con PBS y los inmunocomplejos revelados con un anticuerpo secundario anti-
conejo Alexa Fluor 594 (1/1000; Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.) por 1 h a 37 °C.
Adicionalmente, las muestras fueron incubadas con el conjugado de Concanavalina A-
Alexa Fluor 488 (100 pg/ml; Invitrogen, Eugene, OR) por 20 min a TA. Esta molécula es
una lectina que se une especificamente a los a-manosil sacdridos de las glicoproteinas
de membrana plasmatica, utilizado como un marcador de la misma.

Para el andlisis de la co-expresién de p85a, un intermediario de la via PI3K, en
células lactotropas se realizo una doble-inmunodeteccion de p85a/PRL en células de
cultivo. En primera instancia los cubreobjetos fueron incubados con un anticuerpo
policlonal anti-p85a (1/50; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.) a 4 2 C toda
la noche en cdmara humeda, lavados con PBS y seguido por incubacion con un

anticuerpo secundario anti conejo Alexa Fluor 594 (1/1000) por 1 h a 37 °C. A
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continuacion, las muestras fueron lavadas e incubadas con un anticuerpo anti-PRL
(1/300) por 1 h a 37 °C y luego con el anticuerpo secundario anti conejo conjugado a
FITC (1/300; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EE.UU.) por 1h a 37 °C.

Para validar la especificidad de las inmunomarcaciones, se realizaron controles
aplicando el mismo protocolo pero sustituyendo el anticuerpo primario con 1% de
PBS-BSA, seguida por la incubacion de los diferentes anticuerpos secundarios.

Las imagenes fueron obtenidas utilizando un microscopio invertido confocal
con laser de barrido FluoView FV 1.000 (Olympus, Tokio, Japdn; perteneciente al
laboratorio de microscopia optica de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC). Un laser
de ion-Ar a 488 nm fue utilizado para la excitacion de la fluorescencia verde y uno a
543 nm para la excitacion de fluorescencia roja. Se recolectaron imagenes de una serie
de secciones del eje Z utilizando un objetivo de 60 o 100X. El analisis de las imagenes

fue realizado usando el software FV10-ASW 1,6 Viewer.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevd a cabo con los datos obtenidos de al menos tres
repeticiones de cada medida correspondientes a tres cultivos celulares
independientes, para lo cual se determind la media * error estandar de la media para
cada pardmetro evaluado. Los datos fueron analizados realizando el analisis de la
varianza (ANOVA) de una via y aplicando el post-test Tukey utilizando el programa
informdtico InfoStat 1,5 (version InfoStat 2004; Grupo InfoStat, Facultad de Ciencias
Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). En todos los casos se
realizo un analisis de varianza para un disefio en bloques (Cultivos) con 3 repeticiones y
el efecto de bloque no fue significativo. Las diferencias entre los tratamientos fueron

comparadas aceptando como significativos valores de p< 0,05.
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Resultados

1) Analisis del efecto del estradiol sobre la actividad secretoria inducida por TRH en

células lactotropas

Secrecion de PRL en cultivo primario de células adenohipofisarias

En primer lugar nos propusimos analizar si E2 es capaz de modular la liberacion
de PRL inducida por TRH y luego de comprobar este efecto determinar la participacion
de los RE asociados a la membrana. Para alcanzar este objetivo utilizamos como
herramienta un complejo de E2 unido covalentemente a BSA (E2-BSA). Ha sido
descripto que la membrana plasmatica es impermeable a los esteroides conjugados a
BSA por lo cual, estos complejos han sido ampliamente utilizados para evaluar los
efectos de los esteroides iniciados a nivel de la membrana plasmatica [134].

Los niveles de PRL liberada al medio de cultivo fueron analizados en cultivos
primarios incubados con E2, E2-BSA o TRH solos o combinados: TRH con E2 o E2-BSA
por 30 min. Se observo que E2 indujo un aumento significativo en la liberacion de PRL,
efecto que fue ain mayor en las células estimuladas con E2-BSA, alcanzando valores
de un 180% en comparacion a los controles. Como era esperado, la secrecion de PRL
exhibié un incremento significativo (= de 3 veces) en respuesta al estimulo con TRH,
mientras que la co-incubacién con E2/TRH produjo un incremento similar a TRH.

Un hallazgo muy interesante fue observado luego de la incubacidn con E2-
BSA/TRH donde se registraron los niveles mas altos de liberacién de PRL en el medio
de cultivo, alcanzando valores de 5 veces en comparacion con células control y de
aproximadamente el 60% con respecto a los niveles inducidos por TRH (Figura 13).

Estos resultados sugieren que el E2 actuaria a través de los RE de membrana en
el efecto potenciador ejercido por E2 sobre la liberacién rapida de PRL inducida por

TRH.
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Resultados

Participacion de la via PI3K/Akt en la liberacion de PRL

Se ha descripto la activacion de la via fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/Akt a
través de un mecanismo dependiente de ERK en las células hipofisarias por IGF-1
induciendo un aumento de la secrecion de PRL por [174]. Sin embargo, atin no ha sido
reportada la participacion de esta via en los efectos del E2/TRH sobre la liberacion de
PRL mediados por los REa de membrana. Para analizar si la via de sefalizacion
PI3K/Akt esta involucrada en la actividad secretoria de las células lactotropas inducida
por E2 o0 E2-BSA y TRH, se utilizaron dos inhibidores de PI3K: LY-294002 y wortmanina.

La pre-incubacién con los inhibidores de PI3K no modifico la secrecion de PRL
inducida por E2, mientras que la liberacion de PRL en respuesta a E2-BSA, TRH o
E2/TRH fue bloqueada parcialmente. Sin embargo, la actividad secretoria de las células
lactotropas promovida por E2-BSA/TRH fue bloqueada totalmente en presencia de los
inhibidores de PI3K, alcanzando niveles similares a los del control (Figura 16).

Estos resultados sugieren que los RE de membrana estarian mediando el efecto

del E2 sobre la liberacion de PRL inducida por TRH a través de la via PI3K.
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Resultados

Ademas, se evaluaron los cambios en la expresion del REa en la membrana
plasmatica de la poblacion de células lactotropas inducidos por los diferentes
estimulos por citometria de flujo. Se observé que del total de las células analizadas el
69% corresponden a la poblacion de células lactotropas. La deteccidon simultanea de
esta poblacién celular con el REa indicé que el 6% las lactotropas expresan el receptor
de estrogeno en la superficie celular.

El porcentaje de lactotropas que expresa el REa en su membrana no tuvo
variaciones luego de la estimulacion con E2, E2-BSA o TRH solos o co-incubados por 30
min. Por otra parte, la expresion basal del REa en la superficie de las lactotropas no fue
modificada por TRH, E2-BSA, o E2-BSA/TRH, mientras que el tratamiento con E2 y
E2/TRH si indujo cambios que se vieron reflejados en un notable aumento de la
intensidad de fluorescencia del REa (Figura 23A). Este incremento fue evaluado por el
analisis de la media geométrica de la poblacion doble positiva para el REa y PRL. La
expresion del REa en células lactotropas no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos con E2 y E2/TRH (Figura 23B).

Estos resultados indicarian que la movilizacion de los RE intracelulares hacia la

membrana plasmatica en la poblacion de células lactotropas es solo inducida por E2.
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Resultados

Participacion de los receptores estrogénicos en la proliferacion de células

lactotropas

Para determinar si el efecto proliferativo del E2 en interaccién con FGF2 fue
mediado por los RE a o B, se utilizaron PPT y DPN, agonistas del RE a y B
respectivamente.

Los cultivos primarios adenohipofisarios fueron incubados con PPT (10 nM),
DPN (10 nM) o FGF2 (10ng/ml) solos o co-incubados con los agonistas del E2 por 4 h.
Se observo que el nimero de células lactotropas en mitosis no cambié con el estimulo
de PPT o DPN. Sin embargo, la co-incubacion de PPT/FGF2 indujo un aumento
significativo de la proporcién de células doble positivo para BrdU/PRL, casi duplicando
los valores observados con PPT o FGF2 solos. Esta respuesta proliferativa fue similar a
la alcanzada luego del tratamiento combinado con E2/FGF2 como se observa en la
figura 25A. En contraste, el tratamiento con DPN/FGF2 no mostré cambios en el
numero de células lactotropas que incorporaron BrdU.

Estos resultados sugieren la participacion de los REa en el efecto inducido por
de E2/FGF2 sobre la proliferacion de la poblacién de células lactotropas.

Con el objetivo de confirmar la participacion de los RE en el efecto del E2 sobre
la proliferacion, las células adenohipofisarias fueron pre-incubadas con el antagonista
de los RE ICI 182780 (100 nM) y luego estimulados con los factores especificos por 4h.
Como se muestra en la Figura 25B, ICI 182780 bloqued el efecto proliferativo
promovido por E2/FGF2 o PPT/FGF2, resultado que confirma la participacion especifica

del REa en la proliferacion de células lactotropas.
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Evaluacion de la interaccion de los REa y RFGF

En diferentes tejidos ha sido descripto que la interaccién entre el E2 y factores
de crecimiento (EGF, IGF-1) promueve un maximo efecto proliferativo [185, 202]. El E2
por union al RE puede promover la proliferacion modulado la actividad de factores de
transcripcion y la expresion de genes a través de la activacion de vias de sefializacion
iniciadas a nivel de la membrana plasmatica. La activacion de estas vias estaria
mediada por interacciéon del RE con receptores de factores de crecimiento o con
moléculas adaptadoras [187, 188]. Para evaluar una posible interaccion fisica entre el
REa y el receptor de FGF (RFGF) inducida por el tratamiento de E2 y FGF2 en las células
adenohipofisarias en cultivos, se llevo a cabo el ensayo de co-inmunoprecipitacion. El
REa enddgeno fue inmunoprecipitado en los extractos totales de células
adenohipofisarias estimulados con E2 y FGF2 solos o en combinacion durante 30 min.
Luego se realizd la inmunodeteccion del RFGF por Western Blot de los
inmunoprecipitados en los diferentes tratamientos.

Como se muestra en la figura 28, el tratamiento con E2 no promovid la
interaccion entre ambos receptores, mientras que el tratamiento con FGF2 induce una
asociacion significativa entre los dos receptores, que fue mayor después del estimulo
con E2/FGF2. Este efecto fue evidenciado por un aumento de densidad en la banda
obtenida por Western Blot.

La interaccion ya descripta entre el REa y el receptor de IGF-1 (RIGF-1) fue
detectada en el lisado total de células adenohipofisarias estimuladas con E2, la cual fue
utilizada como un control positivo (Figura 28C izquierda). Como control negativo, se
utilizo el extracto total de la linea celular Hela, tipo celular que no expresa el RE

(Figura 28C derecha).
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El presente trabajo de tesis estd centrado en el estudio de la regulacidon de la
actividad secretoria y proliferativa de las células lactotropas, inducida por la
interacciéon de diferentes factores estimulatorios tales como TRH, FGF2 y E2. Para
alcanzar este objetivo general, se estudiaron los mecanismos de accién involucrados
incluyendo, participacion de receptores especificos, vias de sefalizaciéon y respuesta
celular, los cuales fueron abordados utilizando diversas metodologias que permitieron
realizar un andlisis integral de la modulacion de la actividad funcional de la poblacion
de lactotropas.

Todas las experiencias fueron realizadas in vitro, para evaluar las acciones e

interacciones de los factores antes mencionados, evitando los efectos que in vivo
ejercen numerosos agentes, principalmente hipotalamicos, que a través del sistema
porta-hipofisario regulan la actividad de la glandula. La poblacion de células
lactotropas, tipo celular de interés en nuestro estudio, presenta la mayor tasa
proliferativa en los cultivos primarios adenohipofisarios debido a la ausencia de los
controles inhibitorios ejercidos in vivo, representando aproximadamente el 70% del

total de las células del cultivo.

De acuerdo a lo descripto en el capitulo de Introduccion, son numerosos los
factores que regulan la actividad metabdlica de las células lactotropas, incluyendo
factores hipotalamicos, factores producidos en la misma hipdfisis y hormonas
liberadas por glandulas endocrinas periféricas [3, 6, 46]. En el presente trabajo se
seleccionaron TRH, una neurohormona considerada como el principal factor fisiolégico
que estimula la secrecion de PRL; FGF2, un potente mitdgeno abundante en la
adenohipofisis; y E2, principal hormona periférica que regula la actividad funcional de

las células lactotropas.
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1) Efecto del estradiol sobre la actividad secretoria de células lactotropas inducida
por TRH

Es ampliamente conocido que el E2 actia como un importante modulador de
las sefiales neuroendocrinas que clasicamente controlan la liberacion de prolactina por
un mecanismo dependiente del proceso de transcripcion [3, 28]. Sin embargo, la
participacion de los diferentes “pools” de RE, citoplasmaticos/nucleares y de
membrana, en estos efectos no ha sido completamente dilucidado. De alli surge el
interés en analizar vias de senalizacion alternativas, diferentes a las clasicamente
descriptas, que involucran efectos rapidos de esta hormona sobre la secrecion de
prolactina. Para ello, en la primera parte de este trabajo, analizamos la participacion
del RE de membrana en el efecto modulador del E2 sobre la secrecion de PRL inducida

por TRH.

Nuestros resultados mostraron que la incubacion de las células
adenohipofisarias con E2, E2-BSA o TRH durante 30 min, incrementd diferencialmente
la secrecion de las células lactotropas, alcanzando los niveles mas altos después del
estimulo con E2-BSA/TRH. El uso de E2-BSA fue una herramienta util para analizar los
efectos iniciados en la superficie celular, debido a que la membrana plasmatica es
impermeable a estos esteroides conjugados. Por este motivo, no pueden acceder a los
RE citoplasmaticos/nucleares, activando unicamente receptores de membrana [134].
El efecto obtenido con E2 solo o conjugado, a los 30 min de estimulo, sugiere
fuertemente que los mismos serian mediados por la union del E2 a los RE localizados
en la membrana celular. Ademas, debido al corto periodo de tiempo de estimulacion,
se puede inferir que tanto E2 como E2-BSA estimulan la liberacion de PRL pre-
existente almacenada en granulos secretorios, sin modificar la sintesis de la hormona.
En un trabajo previo se ha descripto que los efectos del E2 sobre la liberacion rapida
de PRL serian mediados por los RE asociados a la membrana, independientemente de

la transcripcion del ADN, sin involucrar los RE nucleares [172].

La cuantificacion de PRL liberada al medio de cultivo por efecto de E2-BSA fue
significativamente mayor que la promovida por el E2 libre. Esto podria ser explicado

por la presencia sostenida de E2 conjugado a BSA en la membrana plasmatica, donde
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continda estimulando los RE de membrana. Mientras que, el E2 libre luego de activar
los RE de membrana, difunde rapidamente dentro de la célula activando ademas los RE
intracelulares. Esta interpretacion esta fundamentada en trabajos previos de nuestro
grupo [146] y de otros investigadores quienes utilizaron las dos lineas tumorales de
células somatolactotroficas GH3 con baja y alta expresién de los REa de membrana
[173]. En este ultimo trabajo, los niveles de secrecion de PRL fueron altamente
dependientes de la presencia de los RE de membrana, obteniendo mayor respuesta en
las células con mayores niveles de los mismos. Alternativamente, se sugirio que debido
a que los conjugados de E2 pueden contener mas de una molécula de E2, este
complejo puede unirse a varios RE de membrana cercanos amplificando asi la sefal

intracelular.

Los niveles de PRL liberada en respuesta a la estimulacién con TRH y E2/TRH
fueron similares. Sin embargo, el pre-tratamiento con ICI-182780 redujo la liberacion
de PRL, sugiriendo la participacion de los RE en el efecto del E2 sobre la secrecion de
PRL promovida por E2/TRH. Una posible explicacion para estos resultados podria ser
que la estimulacion rapida de los RE de membrana inducida por el E2 podria quedar
encubierta por el potente estimulo que TRH ejerce sobre la secrecion PRL. Para
confirmar la contribucion de los RE de membrana en el efecto inducido por E2-
BSA/TRH, se realizé el pre-tratamiento con ICI-182780, observandose una reduccion

significativa de la secrecion de PRL.

Otro punto de interés en este trabajo de tesis el estudio sobre las vias de
sefializacion involucradas en los efectos regulatorios del E2 sobre la secrecion de PRL
inducida por TRH. Para ello, se analizé la participacion de las vias PI3K/Akt y MEK/ERK
1/2. Nuestros resultados mostraron que el pre-tratamiento con los inhibidores de PI3K
no modificaron la secrecion de PRL estimulada por E2, sugiriendo la contribucién de
otras cascadas de sefializacion intracelular en este efecto. Al analizar la via MEK/ERK
1/2, se observo que la activacion de la misma media en parte el aumento de la
liberacién de PRL inducida por esta hormona esteroidea. Respecto a esta evidencia, se
ha propuesto la participacion de diferentes cascadas de senalizacion que participan en

la liberacion de PRL tales como la activacion de AMPc [203], la fosforilacion de ERK
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[204] y/o el aumento de calcio intracelular [173, 205]. Asi también, en un trabajo
anterior, demostrando la activacion de la via de sefializacion PKC/ERK1/2 que a través
del REa de membrana estimula la liberacion de PRL en células lactotropas normales

[146].

En referencia a la respuesta secretoria de las lactotropas inducida por E2-BSA,
se observo que LY-294002 y wortmanina inhibieron parcialmente la PRL liberada al
medio de cultivo, lo que indicaria la participacion de PI3K en este efecto mediado por
los RE de membrana. La activacion de esta quinasa fue confirmada por la translocacion
de subunidad p85a desde el citoplasma hacia la membrana plasmatica en células
lactotropas lo cual es indicativo de activacion de PI3K. Considerando los resultados
obtenidos sobre la participacion de la via PI3K mediando la respuesta a E2 y E2-BSA, se
infiere que una estimulacion sostenida de los RE de membrana inducida por el
esteroide conjugado podria ser necesaria para la activacion de PI3K en las condiciones
experimentales utilizadas en este trabajo. Por otro lado, los efectos observados con el
inhibidor de MEK sobre la secrecion de PRL inducida por E2-BSA, fueron similares a los
descriptos con LY-294002 y wortmanina, lo cual permite sugerir una cooperacioén entre
ambas vias PI3K/Akt y MEK/ERK 1/2. Ha sido descripto que estas dos vias de
sefalizacion estarian involucradas en la liberacion de PRL inducida por IGF-1 en células
somatolactotréficas GH4 y ademas, un “crosstalk” entre PI3K/Akt y MEK/ERK 1/2
mediando la secrecion de PRL, ha sido observado en esta linea tumoral. Los resultados
obtenidos muestran que IGF-1 induce un aumento de la activacion de la via
Rap1/Rafl/ERK 1/2 y de la secrecién de PRL, siendo ambos efectos bloqueados por la
inhibicion farmacoldgica de la via PI3K/Akt [69]. A diferencia de estos resultados, en
nuestras condiciones experimentales, la aplicacion del inhibidor de PI3K no modificé la
expresion de ERK 1/2 fosforilada inducida por E2/TRH o E2-BSA/TRH, indicando que las
vias PI3K/Akt y MEK/ERK 1/2 actuarian de manera paralela, sin la participaciéon de

mediadores en comun, regulando asi la liberacion rédpida de PRL.

Un hallazgo interesante obtenido en este trabajo fue la maxima respuesta
secretoria de PRL promovida por E2-BSA/TRH, siendo este efecto totalmente

blogqueado por la pre-incubacién con los inhibidores LY-294002 y wortmanina. Esto
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sugiere que la activacion de los RE de membrana podria potenciar la accion de TRH
sobre la liberacién de PRL principalmente a través de la via PI3K. Otros ejemplos de
amplificacion de diferentes respuestas celulares mediadas por receptores de
membrana con participacion de la via PI3K, han sido descriptas en neuronas
estimuladas con leptinas, las que fueron capaces de incrementar el efecto inducido por

TRH [174, 206).

Continuando con el analisis de la via PI3K, se evalud la contribucion de la
fosforilacion de Akt, principal quinasa efectora “downstream”. La expresion de Akt
fosforilada observada en células tratadas con E2, E2-BSA, TRH o E2/TRH no tuvo
variaciones comparada con la expresion basal obtenida en células controles. Sin
embargo, un notable aumento de la fosforilacion de Akt fue inducido por E2-BSA/TRH.
Este hallazgo conjuntamente con la translocacion de la subunidad p85a a la
membrana, refuerza la hipotesis sobre el grado de participacion de la via PI3K/Akt en
el efecto inducido por E2-BSA/TRH, promoviendo finalmente los mayores niveles de
liberacion de PRL. Trabajo previos han informado que E2 en interaccion con IGF-1 fue
capaz de aumentar la fosforilacion de Akt en células de diferentes zonas del sistema
nervioso central, incluyendo hipocampo, corteza cerebral, hipotdlamo y cerebelo

[207].

Resumiendo lo descripto en la primera parte de este trabajo de tesis, se
demuestra por primera vez la participacion del RE de membrana en el efecto
potenciador ejercido por E2 sobre la liberacién rapida de PRL inducida por TRH. Este
efecto regulador del E2 seria mediado por la activacion de PI3K/Akt, a través de una
sefalizacion convergente involucrada en el aumento de la actividad secretoria de las
células lactotropas. Una posible extrapolacion de nuestros resultados, puede ser
realizada en diferentes condiciones fisiologicas tales como las fases del ciclo estral,
embarazo y lactancia activa, en las que se describen fluctuaciones significativas en los
niveles de estrogeno, induciendo cambios dindamicos en la actividad secretoria de
células adenohipofisarias. En estos estadios reproductivos es posible proponer una
importante contribucion de los RE de membrana y posterior activacion de la via PI3K

en los efectos de E2, tal como se observé en nuestras condiciones experimentales
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luego de la incubacién con E2-BSA/TRH. Este estimulo indujo los mayores niveles de
PRL, efecto mediado por RE de membrana. Es posible sugerir que la via PI3K/Akt es
activada por un efecto cooperativo de los RE de membrana con los receptores de TRH,
sin descartar la participacion de otras proteinas intracelulares localizadas en cercania
de la membrana celular. Con respecto a esto, se ha reportado que la activacién de
mediadores de las diferentes cascadas de sefalizacion seria llevada a cabo en
cooperacion con los RE y otras moléculas en las que se encuentran la familia de
proteinas G con actividad GTPasa tales como Gaq y Gas [142, 208], formando un

complejo multimolecular que varia su composicion dependiendo del tipo de celular [4].

Como se menciono en introduccion, los efectos del E2 son muy variados en
distintos tejidos y estarian mediados por diferentes “pools” subcelulares del RE. La
regulacion de los mismos permitiria modificar el numero de receptores en los
diferentes compartimientos intracelulares y finalmente activar distintas vias de
sefalizacion, promoviendo asi acciones rapidas iniciadas en la membrana y acciones
genomicas [209-211]. Estos antecedentes nos motivaron a analizar los cambios en la
expresion del REa en la membrana plasmatica de células adenohipofisarias bajo los
diferentes estimulos. Nuestros resultados mostraron un aumento en la expresion del
REa en esta localizacion subcelular, especificamente en la superficie de la poblacion de
lactotropas estimuladas con E2 o E2/TRH. El rapido aumento en la intensidad del REa
de membrana detectado en este estudio (30 min de estimulacidn) indicaria que E2
estimula la translocacion del RE hacia la membrana de las células lactotropas siendo
poco probable la induccion de efectos transcripcionales tales como sintesis de novo del
RE. Estudios previos de nuestro grupo y de otros investigadores avalan nuestros
hallazgos siendo demostrada la participacion del REa de membrana en los efectos
rapidos del E2 sobre diferentes respuestas de las lactotropas incluyendo la actividad
proliferativa, antiproliferativa y muerte celular [29, 146, 184]. Asi también, en
diferentes tipos celulares tales como las células de Sertoli [212], células hipotalamicas
[213], neuronas [214] y astrocitos [215], se demostré que E2 regula la translocacion
del RE intracelular hacia la membrana plasmatica. Cabe destacar que este mecanismo
regulatorio ejercido por E2 sobre sus RE, fue descripto por primera vez en nuestro

laboratorio en células adenohipofisarias [106] y especificamente en lactotropas [216)].
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Con respecto a los resultados obtenidos sobre la expresion del REa en la
superficie de las lactotropas en respuesta al estimulo con E2 o E2-BSA, la misma solo
fue modificada por E2. Esto nos permite sugerir que la hormona libre actuaria sobre
los RE intracelulares estimulando su movilizacion a la membrana de esta poblacion de
células adenohipofisarias. Un aspecto a considerar es que la estimulacion crénica de
un receptor lleva a su internalizacion como un mecanismo regulatorio para atenuar
una excesiva respuesta celular [217]. Con estos antecedentes, es posible especular
que la ausencia de respuesta a E2-BSA reflejada en la expresion del RE de membrana,
podria ser indicativo de la internalizacion del RE de superficie, promoviendo asi un
equilibrio dinamico entre los “pools” del RE. En sistema nervioso central se ha sugerido
gue E2-BSA unido a los RE se internalizan y transportan a los endosomas para el

reciclaje o la degradacion mediada por B-arrestina [218].

Un aspecto interesante que se debe mencionar es la baja expresion del REa en
la superficie de células lactotropas, la cual puede ser regulada por E2 incrementando el
“pool” del RE de membrana. Estos resultados concuerdan con publicaciones de otros
autores que muestran que aproximadamente el 5-10% del total del RE se localizada en
la membrana plasmatica de diferentes tipos celulares, incluyendo los subtipos a y B
[129, 219, 220]. Resultados previos de nuestro laboratorio describieron la presencia
del REa y ausencia del REB en la membrana de lactotropas [146], a partir de lo cual se
podria postular que el subtipo a seria el principal mediador de las sefales esteroideas
iniciadas en la membrana plasmatica de células lactotropas. Otros estudios han
propuesto la presencia de las variantes de ERa39 y TERP-1 que carecen tanto del
dominio AF-1 y AF-2, en la membrana plasmatica de células adenohipofisarias, las
cuales mediarian los efectos rapidos del estradiol en esta glandula [103, 184]. Estas
evidencias denotan que la variabilidad de subtipos de RE localizados en diferentes
tipos celulares mediaria un espectro diverso de acciones biologicas ejercidas por E2,

siendo aun motivo de debate en numerosas investigaciones.

El mecanismo de translocacion del REa a la membrana plasmatica es una
tematica de relevancia actual. Uno de los requerimientos para la localizacion del RE en

membrana es la existencia de un segmento hidrofébico que forme parte de la
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molécula. Con respecto a esto, se han descripto modificaciones post-traduccionales
del RE, entre las que se incluyen la adicion de un acido graso (S-acilacién, mas
comunmente denominada como palmitoilacion) en la cisteina 447 de la regidon de
union al ligando de los receptores de esteroides gonadales [221-223]. El agregado de
residuos lipidicos aumentaria la hidrofobicidad del RE y favoreceria la localizacion del
los receptores esteroideos en la membrana celular. La S-acilacion del receptor
promueve la interaccion fisica del REa con caveolina-1 [224] y facilita el
desplazamiento del RE a las caveolas de la membrana plasmatica [225, 226]. Se ha
sugerido que la naturaleza reversible de la palmitoilacion proporcionaria un
mecanismo potencial para la movilizacion de las proteinas entre los diferentes
compartimentos intracelulares [227]. Por lo tanto, el agregado del residuo palmitato
seria un paso critico para los efectos rapidos inducidos por el E2, ya que posibilitaria el
trafico de los RE hacia la membrana plasmatica, siendo aun desconocido si este
mecanismo ocurre en células adenohipofisarias. Recientemente, se han identificado
las enzimas DHHC-7 y -21 como palmitoiltransferasas (PATs) que catalizan Ia
palmitoilacion de los RE endogenos en células tumorales de mama, ovario y prostata;
convirtiéndolas en posibles blancos para inhibir la localizacion de los RE en la
membrana [228]. Ademas, se ha sugerido que la proteina Hsp27, quien estabiliza al
monomero del RE manteniéndolo en el citosol, regularia el proceso de palmitoilacion,
cambiando la conformacion del receptor y favoreciendo asi la union de las PATs [229].
Considerando estos antecedentes se puede postular que en nuestras condiciones
experimentales, la presencia de los RE en la membrana plasmatica de lactotropas,
podria facilitarse por modificaciones post-traduccional del RE que incluyen el agregado
de residuos lipidicos. Este mecanismo contribuiria a la regulaciéon de los diferentes
“pools” del REa, su movilizacidon subcelular y consecuentemente la sensibilidad en la
respuesta de las células lactotropas ante la demanda de PRL en distintas condiciones

fisiologicas.

En resumen, nuestros resultados muestran que el estradiol puede actuar como
un modulador de la respuesta secretoria de las células lactotropas inducida por TRH, a
través de los RE de membrana, con la contribucion de la via PI3K/Akt como principal

involucrada (Figura 33). Es posible que éste sea uno de los mecanismos implicados en
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2) Efecto combinado del estradiol y FGF2 sobre la proliferacion de células lactotropas

Las distintas poblaciones celulares que componen la adenohipdfisis estan
sometidas a ajustes dinamicos para responder adecuadamente a los requerimientos
hormonales en diferentes estados de la vida adulta como la pubertad, ciclo estral,
prefiez y lactancia [230]. En condiciones basales, la renovacion diaria de las células de
la glandula hipofisaria en adultos es de aproximadamente 1,5% [175], mientras que la
actividad mitotica aumenta aproximadamente al doble en estados reproductivos de
alta demanda hormonal [231]. Trabajos realizados en nuestro laboratorio y por otros
investigadores han descripto cambios morfolégicos y morfométricos que manifiestan
las células adenohipofisarias en respuesta a diferentes estimulos tales como
neuropéptidos, factores de crecimiento y hormonas periféricas tanto en condiciones

fisiolégicas como patoldgicas [6, 18, 19, 147, 177-180].

Dentro de los factores tréficos de la glandula hipofisaria, los estrégenos son
considerados potentes estimuladores del crecimiento induciendo proliferacion de
células adenohipofisarias, principalmente de lactotropas, lo que se correlaciona
ademas con una marcada hiperprolactinemia [232]. La actividad mitogénica inducida
por estrogenos en condiciones fisiologicas, seria transitoria y no impulsaria un
crecimiento persistente de la glandula hipofisaria [233]. Ademas, se ha descripto que
el efecto proliferativo del E2 seria mediado por factores de crecimiento y citoquinas
producidos localmente en la adenohipdfisis [176], actuando de manera indirecta sobre
la actividad proliferativa de las células lactotropas [6, 234]. Como se menciono en el
capitulo de Introduccion, los factores de crecimiento sintetizados en adenohipofisis,
FGF2, TGFa, TGFB3, IGF-1 y EGF, estan involucrados en el aumento de la proliferacion
de las lactotropas mientras que TGFP1 ejerce efectos inhibitorios sobre la misma. El E2
actua modulando en forma positiva o negativa las acciones de los factores de
crecimiento, regulando la expresion de genes asociados al ciclo celular, controlando asi

la actividad mitogénica de la poblacion de lactotropas.

Para contribuir al conocimiento sobre la regulacion del tamario de la poblacion
de lactotropas, en la segunda parte de este trabajo de tesis nos propusimos establecer

si E2 en interaccion con FGF2 estan implicados en la proliferacion de las lactotropas. Se
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observd que la actividad mitogénica de estas células no fue modificada con la
incubacion por 4 h con E2 o FGF2 solos en medios libres de suero. Sin embargo, el
tratamiento combinado con E2 y FGF2 en este periodo de tiempo dio como resultado
un aumento de la actividad mitogénica de las lactotropas, sugiriendo que ambos
factores actuan de manera cooperativa promoviendo la proliferacion celular. Los
resultados reportados en la literatura sobre los efectos proliferativos de E2 y factores
de crecimiento varian dependiendo del protocolo experimental aplicado. En términos
generales, la respuesta proliferativa de las células lactotropas in vitro son descriptas
después de tratamientos prolongados con estradiol y factores de crecimiento. Ha sido
informado que la incubaciéon por 96h con FGF2 (10ng/ml) y E2 (10nM) en medio con
suero, estimula la proliferacion de células lactotropas en cultivo provenientes de ratas
Fischer-344 ovariectomizadas previamente sensibilizadas con E2 [8]. Por otro lado, una
accion cooperativa entre E2 y EGF fue observada recién a las 18-24h de estimulo con
ambos factores en la linea tumoral hipofisaria GH3, resultando en un aumento de la
proliferacion celular que fue mayor a la alcanzada por los ligandos solos [53]. Cabe
destacar que a diferencia de los resultados obtenidos por otros autores, en este
estudio el estimulo con E2/FGF2 produjo un aumento significativo de la proliferacion

de lactotropas luego de 4 h de incubacion en condiciones libre de suero.

Otro punto de interés fue investigar el mecanismo por el cual la co-incubacion
con E2/FGF2 indujo un efecto mitogénico sobre las células lactotropas. En primer
lugar, la participacion de los RE en el efecto promovido por el E2/FGF2, fue
corroborado utilizando el antagonista especifico del RE, quien revirtié completamente
la proliferacion de lactotropas inducida con la co-incubacion de ambos. A continuacion,
se evaludé el subtipo de RE involucrado en el efecto proliferativo, utilizando
antagonistas especificos del REa y B, PPT y DPN, respectivamente. Nuestros resultados
evidenciaron que la proliferaciéon de células lactotropas fue incrementada con el
estimulo con PPT co-incubado con FGF2 induciendo el mismo efecto observado con
E2/FGF2. En contraste, la actividad mitogénica basal de este tipo celular no fue
modificada por el tratamiento combinado, DPN/FGF2. En conjunto estos hallazgos
avalan la participacion del REa mediando el efecto mitogénico cooperativo de E2/FGF2

en la poblacion de lactotropas. Teniendo en cuenta que ambos subtipos de RE (a y B)
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son co-expresados en esta poblacion celular [93], el REa seria el principal subtipo de
RE que media el efecto de E2 sobre la poblacién de células lactotropas ejerciendo
diferentes acciones sobre la actividad secretoria y proliferativa incluyendo tanto
efectos mitogénicos como antimitogénicos [70, 146, 171, 184, 216]. Con respecto al
REPB es muy poco lo que se conoce sobre sus acciones, siendo sugerido que una de las
funciones del REB seria regular la actividad del REa, actuando como un modulador
negativo en diferentes tipos celulares [92, 235-237]. El REP estaria relacionado con la
inhibicion de la proliferacion celular, regulando negativamente genes que promueven
la induccion del ciclo celular, previniendo asi el crecimiento tumoral en diversos tejidos
[109-113]. De esta manera, la diversidad de efectos bioldgicos del E2 podria resultar, al
menos en parte, del balance de la expresion de los diferentes subtipos de RE (ay B) en

las diferentes poblaciones celulares adenohipofisarias.

Siguiendo con el analisis de la participacion de los diferentes “pools” de RE, otro
objetivo fue establecer la contribucion de los RE de membrana mediando la
proliferacion de las lactotropas inducida por E2/FGF2, para lo cual se utilizd el
complejo del esteroide unido a BSA. Se observé que el nimero de células lactotropas
en mitosis aumentd dos veces con el estimulo con E2-BSA/FGF2 durante 30 min
comparada con la proliferacion basal. Este resultado sugiere que la proliferacion
celular observada es mediada, al menos en parte, por seiales de esteroides iniciadas

IH

en membrana. Ademas, la contribucion del “pool” de RE citoplasmatico/nuclear fue
evidenciada en el mayor indice de incorporacion de BrdU observado después de la
incubacién con E2/FGF2 por 4 h comparada con la inducida por E2/FGF2 durante 30
min. Por lo tanto, estos resultados reflejan la integracion de las acciones del E2
mediadas por los diferentes “pools” de RE en el efecto combinado de la hormona
esteroidea y FGF2 sobre la proliferacion lactotropas. Una posible extrapolacion de
estos resultados puede ser relacionada con lo que ocurre en el ciclo estral, en donde se
describe un aumento de la actividad mitogénica de lactotropas en el estro que es
precedida por un pico de E2 en la tarde del proestro [231, 238]. Este evento se
correlaciona con un aumento en la expresion del REa de membrana en esta fase del

ciclo [103]. La proliferacion de la poblacion de células lactotropas observada en el

estro, es de aproximadamente un 2,5%, posiblemente en respuesta a factores de
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crecimiento intrahipofisarios los cuales en general son sensibilizados por E2 [20, 180].
En conjunto estas evidencias podrian estar asociadas con los maximos niveles de

secrecion de PRL observados en la fase del proestro del ciclo estral [5].

Los mecanismos de accion genomicos y no genomicos del E2 pueden ser
complementarios y presentar interacciones entre ellos. El E2 al unirse a los RE de
membrana activaria cascadas de sefalizacion rapidas, que terminarian impactando
sobre la transcripcion nuclear, siendo esto descripto en células de neuroblastoma
[183]. En células de cancer de mama RE positivas, una importante proporcion de esta
poblacion expresa el RE de membrana, lo que tiene un impacto adicional en al
aumento de la tasa proliferativa [239]. En contraposicidn a la participacion de los RE de
membrana en los efectos proliferativos inducidos por el E2 junto a factores de
crecimiento, se ha descripto que este “pool” de RE también esta involucrado en el
efecto antimitogénico del E2 regulando la proliferacion inducida por insulina en células

lactotropas [146].

La interaccion entre los mecanismos de sefalizacion del E2 con factores de
crecimiento puede ocurrir a diferentes niveles de las vias involucradas [188, 240]. Una
estrecha relacion entre el mecanismo de accion de factores de crecimiento y E2 fue
reportada en SNC, observandose un aumento transitorio de la asociacion del receptor
de IGF-1 (RIGF-1) y REa después de la administracion de E2 en cerebro [241]. Esto
sugiere que la interaccion entre el RIGF-1/REa es uno de los mecanismos implicados en
la sefializacion de la hormona esteroidea y el factor de crecimiento [242]. Por otro
lado, la presencia de otros receptores esteroideos diferentes de los RE cldsicos a y B
han sido sugeridos como receptores de membrana que median los efectos del E2. Se
ha descripto que la activacion del receptor GPER por E2, induce la interaccion del
mismo con moléculas de la superficie celular entre los que se encuentran los
receptores de la familia tirosina quinasa de los factores de crecimiento [243]. La
asociacion entre ambos receptores ha sido implicada en los mecanismos de
sefializacion involucrados en el crecimiento tumoral, angiogénesis y metastasis [244].
Varios autores han reportado que la accion estimulatoria de factores de crecimiento

tales como EGF e IGF-1 es ejercida en cooperacion con la activacion de los receptores
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GPER [245-248]. Ademas, la activacién de los receptores de EGF e IGF-1 induce
proliferacion celular en diferentes tejidos a través de mecanismos que incluyen la
interaccion con GPER como asi también con otros mediadores de las vias de
sefializacion [249]. Por otra parte una cooperacion entre GPER y REa fue sugerida en
células que co-expresan ambos receptores en las cuales el estimulo estrogénico induce
interaccion fisica entre ambos receptores [247].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, otro de los objetivos de este trabajo,
fue evaluar la posible asociacion del RFGF y REa en células adenohipofisarias
promovida por E2/FGF2, estimulo que indujo la mayor respuesta proliferativa de las
células lactotropas [250]. Un hallazgo importante fue observar en células
adenohipofisarias la asociacion entre el RFGF y el REa inducida por el tratamiento
combinado con E2/FGF2. Es posible que la interaccion observada entre RFGF y el REa
sea mediada por otras proteinas que se unen a ambos receptores, dando lugar a la
formacion de un complejo multiproteico, de acuerdo a datos publicados por otros
autores. Se ha descrito la asociacion del REa con proteinas tales como NMAR, striatin o
p130Cas promoviendo la union, ligando-dependiente, del REa con Src quien se asocia
directamente con los receptores de factores de crecimiento y moléculas de
sefalizacion [251]. Debido a que los RE no tienen actividad quinasa, otras moléculas
como la quinasa Src deben mediar la activacion de vias de sefializacidn citoplasmaticas
inducidas por la union del E2 al RE. Estas moléculas son conocidas como proteinas de
andamiaje que actian mediando la activacion de las vias MAPK/MEK/ERK 1/2 o
PI3K/AKT [252]. Relacionado a esto, los esteroides y factores de crecimiento pueden
estimular la proliferacion de diferentes tipos celulares a través de la activacion de
intermediarios de sefializacion comunes ubicados “downstream” [253]. Ha sido
reportado un “crosstalk” entre sefiales inducidas por E2 e IGF-1 que median la
proliferacion celular e inducen resistencia a la apoptosis en células de cancer de mama
[254, 255]. Por otro lado, se ha propuesto que el estimulo estrogénico activa
metaloproteinasas induciendo liberacion hacia la superficie celular de un activador de
los receptores de EGF, activando finalmente la via MAPK por transactivacion del

receptor de EGF [245].
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En nuestro laboratorio se ha descripto que la via MEK/ERK1/2 media la
proliferacion inducida por diferentes factores estimulatorios tanto en células
lactotropas provenientes de hipdfisis normales como hiperplasicas [61, 145, 256, 257].
Ademas, considerando la participacién de la via PI3K/Akt en la regulacién de la
actividad metabdlica de células lactotropas demostrada en la primera parte de este
trabajo [216], nos propusimos analizar el mecanismo de sefializacion involucrado en el
aumento de la actividad mitogénica inducida por E2/FGF2. Con este objetivo se evalud
la fosforilacion de Akt y ERK1/2 que son los mediadores finales de las vias PI3K/Akt y
MEK/ERK1/2. En nuestras condiciones experimentales, la expresion de Akt fosforilada
no mostro variaciones significativas luego de los tratamientos con E2, E2-BSA o FGF2
solos o en co-incubacién por 30 min. Mientras que un aumento significativo en la
expresion de la fosforilacion de ERK1/2 fue observada después del estimulo con los
ligandos solos, siendo este aumento mads notable luego de los tratamientos
combinados de la hormona esteroidea y FGF2. Este resultado fue coincidente con la
mayor actividad proliferativa cuantificada en las lactotropas. La participacion de la via
MEK/ERK 1/2 fue confirmada con la pre-incubacién con el inhibidor de MEK, el cual
bloqued totalmente el efecto mitogénico ejercido por la combinaciéon de E2/FGF2 y
PPT/FGF2. Estos resultados sugieren la convergencia MEK/ERK1/2 como una via comun
inducida a partir de la activacion de los RFGF y REa de membrana con la contribucion
del “pool” del REa intracelular, desencadenando el aumento de la actividad mitogénica
en células lactotropas. Ademas, es posible inferir que la interaccion observada entre
los receptores del E2 y FGF2 estaria estrechamente asociada a la activacion sinérgica
de la via MEK/ERK 1/2 observada en células tratadas con E2/FGF2. Este mecanismo
molecular podria estar participando en el desarrollo de prolactinomas experimentales
inducidos por estrogenos donde previamente hemos demostrado un aumento
significativo de la expresion de FGF2 directamente relacionado con el grado de

estimulacion estrogénica [190].

En resumen, los resultados de este estudio proporcionan nuevas evidencias
acerca de un efecto cooperativo ejercido por E2 y FGF2 sobre la proliferacion de

células lactotropas, principalmente a través de una via de sefalizacion comun
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Conclusiones

]

Efecto del estradiol sobre la actividad secretoria de células lactotropas inducida por

TRH

e E2 indujo un efecto modulador, potenciando la liberacién rapida de PRL inducida
por TRH el cual seria principalmente mediado por la union del E2 a los RE

localizados en la membrana plasmatica de células lactotropas.

e E| efecto modulador del E2 sobre la actividad secretoria de las lactotropas seria
mediado por la activacion de receptores de membrana a través de una via de

sefializacion convergente que involucra PI3K/Akt.

e la via de sefalizacion MAPK/ERK 1/2 contribuiria parcialmente en el efecto

regulador del E2 sobre la secrecion de PRL inducida por TRH.

e E2 estimula la translocacion de los REa intracelulares a la membrana plasmatica de
las lactotropas, lo cual fue evidenciado por un aumento en la expresion de los

mismos en la superficie de estas células.

Efecto combinado del estradiol y FGF2 sobre la proliferacion de células lactotropas

e El estimulo conjunto de E2/FGF2 promueve un efecto cooperativo sobre la

proliferacion de células lactotropas.
e El aumento de la actividad mitogénica de células lactotropas en respuesta a
E2/FGF2 seria inducido por sefiales iniciadas en la membrana plasmatica a nivel de

sus receptores.

e la respuesta proliferativa de las lactotropas inducida por E2/FGF2 fue mediada por

la isoforma a del RE.
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Abreviaturas
- ]
ABREVIATURAS
°C: grados centigrados
pg/ml: microgramos/mililitro
ACTH: adrenocorticotrofina
ADN: acido dexociribonucleico
AF-1: dominio de activacion independiente de ligando
AF-2: dominio de activacion dependiente de ligando
Akt: proteina quinasa B
AMPc: adenosina monofosfato ciclico
Angll: angiotensina Il
AP-1: proteina activada 1
BrdU: bromodeoxiuridina
DA: dopamina
DAB: diaminobencidina
DAG: diacilglicerol
DBD: dominio de unién al ADN
DPN: 2,3-bis(4-hydroxyphenyl)-propio-nitrile
El: estrona
E2: 17B-estradiol
E3: estriol
EGF: Factor de crecimiento epidérmico
EGFR: receptor del Factor de crecimiento epidérmico
ERK1/2: extracellular-signal-regulated kinases %
FGF2: factor de crecimiento fibroblastico basico
FICT: Fluoresceina de isotiocianato
FSH: hormona foliculo estimulante
g: gramo
g: granulo
g: gravedad
GABA: g-aminobutirico acido
GnRH: hormona liberadora de gonadotrofina
GPER: receptor de estrogeno acoplado a proteina G
h: hora
H: region bisagra del RE
Hsp: proteina de shock térmico
IGF-1: Factor de crecimiento tipo Insulina uno
IgG: inmunoglobulina G
IL: interleucina
IP3: inositol 1,4,5 — trifosfato
kDa: kilodalton






Abreviaturas
—————————————————————————————————
LBD: dominio de union al ligando
LH: hormona leutinizante
M: mitocondria
M: molaridad
MAPK: proteinas quinasas activadas por mitégenos
min: minutos
mM: milimolar
ng/ml: nanogramos/mililitro
nm: nanometros
nm: nandmetros
nM: nanomolar
NT: neurotensina
OT: oxitocina
PBS: solucion salina taponada con fosfato
PBS-BSA: solucion salina taponada con fosfato- albumina bovina
PI3K: fosfatidilinositol 3 quinasa
PIF: factores de inhibicion de prolactina
PKA: proteina quinasas A
PKC: proteinas quinasas C
PLC: fosfolipasa C
pM: picomolar
PPT: 4,4’ ,4”-(4-propyl-[1H]-pyrazole-1,3,5-tryl) trisphenol
PRF: factores de liberacién de PRL
PRL: prolactina
PrRP: Péptido liberador de prolactina
RE: receptor estrogénicos
RER: reticulo endoplasmico rugoso
RFGF: receptor de FGF
Sp-1: proteina especifica 1
TERP: productos de respuesta al estrégeno truncados
TGFB: factor de crecimiento transformante beta
TNFa: factor de necrosis tumoral alfa
TRH: hormona liberadora de tirotropina
TSH: tirotrofina
VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
VIP: Péptido intestinal vasoactivo
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