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RESUMEN

El eje hipotalamico-hipofisario es una estructura fundamental en el control
neuroenddcrino del organismo y es en la eminencia media donde se establece la principal
conexion entre ambos componentes a través de la liberacion de factores hipofisotropos
controladores de la secrecién hormonal hipofisaria. De este modo la liberacién de PRL esta
sujeta principalmente a un control tonico de tipo inhibitorio ejercido por la DA, mientras que
la secrecion de la GH esta controlada por la liberacién ciclica de GHRH y STT. A nivel
periférico, los estrégenos son los principales estimuladores de la sintesis y secrecién de
PRL y un tratamiento estrogénico crénico produce en la rata el desarrollo de nuestro modelo
experimental: un prolactinoma o adenoma de lactotropos.

La Angiotensina Il (All), ademas de ser una hormona involucrada en la regulaciéon de
la presion arterial sistémica, es uno de los factores que inducen endécrina y paracrinamente
la secrecion de PRL. Este octapéptido resulta interesante porque tiene ademas en diferentes
tejidos efectos de tipo proliferativo y angiogénico y, en muchos casos, las acciones
estimulatorias ejercidas a través del receptor AT1 son parcialmente compensadas y
reguladas por efectos opuestos producidos via AT2. El sistema renina-angiotensina (SRA)
hipofi_sario local se encuentra ampliamente influenciado por la accién estrogénica, y nosotros
ya habiamos descripto en trabajos previos una alteracion de la respuesta a All en la
hipéfisis hiperplasica. Especificamente, se encontré alterado el patron de movilizacion
intema del calcio y la secrecién de PRL.

Por lo tanto en la primera parte de la esta tesis decidimos analizar con mayor detalle
algunas de las alteraciones de la respuesta a All en los tumores hipofisarios,
especificamente en relaciéon con la participacién de los subtipos de sus receptores. De este
modo detectamos por Westem-blot y por RT-PCR que el tratamiento estrogénico induce una
sobreexpresion de AT2 y una subexpresion de AT1 en hipdfisis. Por otro lado, describimos
por primera vez la activacién de ERK1/2 en la respuesta hipofisaria a All y definimos la via
de transduccion involucrada en la glandula normal. Este proceso involucra la activacion de
una proteina Gq, un aumento intracelular del calcio y la transactivacion del receptor de EGF
via una tirosin kinasa no receptora de la familia Src. Encontramos ademas que, en el caso
del prolactinoma, la activacién de ERK1/2 inducida por All esta en parte mediada por AT2,
siendo ésta la primer evidencia de la participacion funcional de este receptor en la hip&fisis.

La terapia farmacologica actual de los prolactinomas en muchos casos no resulta ser
suficiente ni definitiva, ya que muchas veces es necesario recurrir a una combinaciéon de
cirugia y farmacos, e incluso asi, el tumor suele reincidir una vez suspendida la aplicacion
de la droga. Por lo tanto se continda en la busqueda de nuevas y mas eficientes altemativas
para complementar la farmacoterapia tradicional. Se ha descripto que la progesterona (P4)



es capaz de antagonizar efectos estrogénicos y que la dehidroepiandrosterona (DHEA) tiene
un amplio espectro de acciones antitumorales y rejuvenecedoras. Entre otras cosas, DHEA
inhibiria la génesis y progresion de distintos tipos de tumores de piel, pulmén, higado, colon,
mama y prostata. Por otro lado se le ha adjudicado a este esteroide efectos benéficos sobre
otras patologias asociadas al envejecimiento y el estrés, como enfermedades
cardiovasculares, diabetes, enfermedades autoinmunes, obesidad y decaimiento cognitivo o
animico. Sin embargo, también se han descripto en algunos casos efectos deletéreos
asociados a un tratamiento prolongado con dosis farmacolégicas de DHEA. Entre ellos, una
accién estrogénica sobre algunos tumores estrégeno-dependientes, hipertrofismo uterino y
hepatico, y desarrollo de ovarios poliquisticos.

Por lo tanto decidimos estudiar el efecto de la P4 y la DHEA en nuestro modelo de
hiperpiasia hipofisaria. Un tratamiento in vivo con P4 no evidencié efectos de tipo
terapéutico, ya que no redujo el aumento del peso hipofisario ni la hiperprolactinemia
inducida por el tratamiento crénico con estrégenos. Sin embargo, pudimos determinar que la
P4, sinergizando con los estrégenos, induce la participacion de AT2 en la secrecién de PRL
estimulada por All, lo que constituye la segunda evidencia de la participacién funcional de
este receptor en la hipofisis.

En cuanto al tratamiento con DHEA, demostramos por primera vez su efecto benéfico
sobre el tumor hipofisario inducido por estrégenos, ya que fue capaz de revertir parcialmente
los parametros tumorales mencionados. Sin embargo, el esteroide mostré también per se
una cierta accién hiperplasica, prolactinoliberadora y, bajo ciertas condiciones, estimuladora
de la secrecién de GH. En células adenohipofisarias normales en cultivo evidenciamos una
accion directa de DHEA a nivel hipofisario. Si bien no se modifico la secrecion basal de PRL
y GH, si se vio alterada la respuesta a reguladores hipotalamicos. Asi, demostramos que
DHEA en hipdfisis potencia la liberacion de PRL y GH en respuesta a All y a GHRH
respectivamente y reduce la inhibicién ejercida por la DA y la STT. Determinamos asimismo
que la influencia de DHEA sobre la accidbn dopaminérgica estaria mediada por la
movilizacién de calcio intracelular, mientras que la influencia sobre la accion de la GHRH
estaria mediada por el AMPc.

Creemos que los resultados presentados en esta tesis contribuyen a una mayor
comprensiéon de los mecanismos que relacionan la accion estrogénica con la actividad de
componentes del SRA, lo que es importante a la hora de entender en mayor profundidad
procesos tumorigénicos que implican tanto la hiperplasia como la angiogénesis. Por otro
lado, aportan a la explicacién de las actuales controversias existentes en relacién con la
acciéon de DHEA sobre algunos tipos de tumores, especialmente estrégeno-dependientes, y
de los efectos secundarios que muchas veces presenta un tratamiento crénico con este

esteroide.



ABSTRACT

The hypothalamic-pituitary axis is a fundamental structure in the neuroendocrine
control of the body. The median eminence is where the main connection between both
components is achieved through hypophysotrophic factors that control the pituitary hormonal
release. By this means PRL secretion is mainly regulated by an inhibitory tonic control
exerted by DA and GH release is controlled by the cyclic liberation of GHRH and STT. At the
peripheral level, estrogens are the main stimulators of PRL synthesis and secretion. A
chronic estrogenic treatment induces in the rat the development of our experimental model: a
prolactinoma or lactotrope adenoma.

Angiotensin Il (All), in addition of being involved in the systemic arterial pressure
regulation, is one of the endocrine and paracrine inductors of PRL secretion. This
octapeptide is interesting because it also has proliferative and angiogenic effects in different
tissues. Besides, it has been described in many cases that the stimulatory actions showed by
All acting at the AT1 receptor subtype are partially counterbalanced and regulated by
opposite effects induced via the AT2 receptor subtype. The local pituitary renin-angiotensin
system (RAS) is widely influenced by the estrogenic action. Among these influences, we
have previously described an alteration in the hyperplasic pituitary response to All.
Specifically, there is an altered pattern of internal calcium mobilization and secretion of PRL.

In the first part of this thesis we analyze the altered response to All present in the
pituitary tumor, with special relation to All receptor participation. We detected by Westem-
blot and RT-PCR that the estrogenic treatment induces an upregulation of AT2 and a
downregulation of AT1 pituitary receptors. On the other hand, we described by the first time
an ERK1/2 activation in the pituitary response to All and defined the signal transduction
pathway present in the normal gland. This pathway involves the activation of a Gq protein, an
intracellular calcium increment through PLC and IP3, the fosforilation of a non-receptor
tyrosine kinase of the Src family and the EGF’s receptor transactivation. We also found that
in the pituitary hyperplasia ERK1/2 activation in response to All is partially mediated by AT2,
being this the first evidence of a functional participation of the receptor in the gland.

The present pharmacological therapy of prolactinomas is in many cases incomplete
and not definitive. It is often necessary to apply a combination of surgery and pharmacoiogy,
and even so the tumor may reappear once the therapeutic drug is removed. So it is still
necessary to look for new and more efficient altematives to complement the traditional
pharmacotherapy.

It has been described that progesterone (P4) is able to antagonize estrogenic effects
and that dehidroepiandrosterone (DHEA) has a wide range of antitumoral and youth-
promoting actions. It is proposed that DHEA inhibits the genesis and promotion of different



kinds of tumors of skin, lung, liver, colon, breast and prostate. On the other side it has been
ascribed to this steroid beneficial effects in the prevention and treatment of other pathologies
associated to aging and stress, like cardiovascular diseases, diabetes, self-immune
diseases, obesity, and cognitive impairment. Nevertheless, in some cases some deleterious
effects associated to a prolonged and pharmacological treatment with DHEA have also been
described. For example, an estrogenic action of DHEA observed in some estrogen-
dependent tumors, uterine and hepatic hypertrophism, and development of policystic ovaries.

In this context we decided to study the effect of P4 and DHEA in our hyperplasic
pituitary model. An in vivo chronic treatment with P4 did not evidence therapeutic effects, as
it did not reduce the pituitary weight increment or the hyperprolactinemia induced by the
estrogens. Nevertheless, we could determine that P4, in a synergism with the synthetic
estrogen DES, induces the participation of AT2 in the All-stimulated PRL secretion. This
constitutes the second evidence of the functional participation of this receptor in the pituitary.

On the other hand, a chronic DHEA treatment was able to partially revert the tumoral
parameters previously mentioned though it also showed per se a mild hypermlasic,
hyperprolactinemic and, under certain conditions, GH secretory action. In normal
adenohypophysial cells in culture, we observed a direct DHEA action at the pituitary level.
Although basal PRL and GH secretion were not modified by this steroid, releasing responses
to hypotalamic regulators were. We proved that DHEA increases PRL and GH pituitary
release in response to All and GHRH, respectively, and reduces the inhibition induced by DA
and STT. We also determined that the influence of DHEA on the dopaminergic action was
mediated by and effect on the intracellular caicium mobilization, while the influence on
GHRH action was mediated by the cAMP production.

We believe that the present resuits contribute to a better understanding of the
mechanisms involved in the relationship between the RAS components and the estrogen
effects, which is important to achieve a more accurate description of tumorigenic processes
that include hyperplasia and angiogenesis. On the other hand, they may help to explain the
present controversies in relation to the action of DHEA in some kinds of tumors, specially the
estrogen-dependent ones, and to the side effects which in many cases are produced by a

chronic treatment with this steroid.
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INTRODUCCION GENERAL

1 - Eje hipotalamico - hipofisario

El sistema neuroendédcrino esta formado principalmente por dos estructuras: el
hipotalamo y la hipdfisis. Por encontrarse ambas anatoémica y fisiolégicamente muy
relacionadas, se las denomina eje hipotaldmico-hipofisario (Page 1988). El
hipotalamo es la estructura encefalica que constituye el centro neuroenddcrino
primario de regulacidn hormonal, relacionandose mediante numerosas vias
nerviosas con otros centros encefalicos como el talamo, el hipocampo, la amigdala,
el septum, la formacién reticular, el quiasma oéptico, el bulbo olfatorio e incluso con
zonas de la corteza cerebral como la corteza prefrontal y la olfatoria. Sin embargo,
es especialmente a través de su intima relacidon con la hipéfisis que regula la
homeostasis interna, el crecimiento y la reproduccion, y permite por lo tanto la
supervivencia de la especie.

La hipofisis es una estructura pequena, bilobulada, descripta hace ya mas de
80 anos por Harvey Cushing (Cushing 1912), que se ubica sobre una depresion
Osea en la base del craneo denominada silla turca del esfenoides. Funcionalmente,
es la principal reguladora de la actividad hormonal de las glandulas enddcrinas
periféricas. La hipofisis esta integrada por dos estructuras embriolégicamente
distintas: la adenohipdfisis y la neurohipdfisis (fig 1). La adenohipdfisis, originada a
partir de una invaginaciéon del techo de la boca, es de origen glandular y esta
compuesta por: la pars tuberalis, que rodea al tallo infundibular; la pars distalis o
Iébulo anterior; y la pars intermedia o Iébulo intermedio, ubicada entre la pars
nervosa y la pars distalis, muy desarrollada en los reptiles y ausente en el ser
humano adulto.

La neurohipdfisis, por el contrario, es de origen nervioso y se forma a partir de
una evaginacion del piso del tercer ventriculo. Sus componentes son: [a eminencia
media, conectada directamente con el hipotalamo; el tallo infundibular, que junto
con la pars tuberalis forman el tallo hipofisario; y la pars nervosa, |6bulo posterior o
proceso infundibular. La neurohipdfisis recibe inervacion hipotalamica directa,
mientras que la adenochipdfisis se conecta con el hipotalamo a través de un sistema

vascular local de vasos porta.



La eminencia media es de gran importancia para la integracion de la unidad
hipotalamico-adenohipofisaria. A este nivel es donde se establece la principal
conexion entre ambos componentes. Fibras hipotalamicas provenientes del nucleo
arcuato, el area preoptica, supradptica y paraventricular llegan a la eminencia media
estableciendo estrecho contacto con el plexo capilar de la arteria hipofisaria superior
que da origen al sistema porta primario de vasos largos (fig 2). En este contacto las
neuronas, en lugar de establecer sinapsis clasicas, liberan sus neurohormonas a la
sangre portal. Los vasos porta largos conducen estas neurosecreciones a través del
tallo hipofisario hasta los capilares fenestrados del I6bulo anterior de la
adenohipdfisis, los que establecen contacto intimo con las células endécrinas (Fink
2000). Estos vasos, conteniendo la secrecion final, posteriormente abandonaran la
hipdfisis por la vena hipofisaria anterior. El Iobulo anterior posee ademas una
aferencia vascular adicional que proviene del I6bulo posterior a través de un sistema
porta secundario de vasos cortos que se origina en el plexo capilar de la arteria
hipofisaria inferior y finaliza en el de la vena hipofisaria anterior.

Aunque la hipdfisis se encuentra fuera de la barrera hematoencefalica (Halasz
2000), el Iébulo anterior no recibe una provision de sangre arterial directa como lo
hace el posterior. De modo que el hipotalamo controla en gran parte este tejido
mediante los sistemas porta provenientes de la eminencia media y del Iébulo
posterior. Tanto este Iébulo como el intermedio, por otro lado, reciben inervacion
hipotalamica de cuerpos neuronales ubicados en los nucleos arcuato, supradptico,

paraventricular y periventricular.

La adenohipdfisis contiene cinco tipos celulares secretores altamente
diferenciados: lactotropos secretores de prolactina (PRL), somatotropos secretores
de la hormona del crecimiento (GH), tirotropos secretores de la hormona tirotréfica
(TSH), corticotropos secretores de la hormona adrenocorticotréfica (ACTH) y
gonadotropos secretores de las hormonas luteinizante (LH) y foliculoestimulante
(FSH). Por otro lado, también se encuentran presentes en la hipdfisis células foliculo
estrelladas, con funciones nutricionales y de sostén, a las que se les asignan
numerosas interacciones paracrinas con el resto de las células de la glandula.

A su vez, cada tipo celular no es totalmente homogéneo, de modo que existen
varios subtipos productores de la misma hormona que han sido caracterizados

morfoldgica, bioquimica y funcionalmente (Maldonado & Aoki 1994). De este modo
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hay células productoras de PRL tipicas (subtipo I) y atipicas (subtipos Il y lI). El
subtipo | presenta una alta actividad biosintética y almacenamiento de grandes
granulos secretorios. Los subtipos |l y |, en cambio, contienen granulos secretorios
mas pequefos. La mayoria de las células secretoras de PRL de las hembras son del
subtipo |, con sélo un 10% de los otros subtipos. En el macho, por el contrario, cerca
del 50% de los lactotropos son de los subtipos Il y Ill (Haggi ES et al. 1986), (De
Paul AL et al. 1997).

El desarrollo ontogénico de los distintos tipos celulares secretores
adenohipofisarios se esquematiza en la fig 3. Como se observa, el establecimiento
de los lactotropos es el dltimo paso de diferenciacion dentro del linaje
adenohipofisario. A partir de las células madre se diferencian los corticotropos, los
gonadotropos y los tirosomatolactotropos. De éstos ultimos surgen los tirotropos y
los somatolactotropos, los que finalmente dan origen a los somatotropos y a los
lactotropos. Se considera que la diferenciacion a partir de los somatolactotropos es
reversible. Cada uno de estos tipos celulares expresa un conjunto Unico de genes
especificos que incluyen hormonas, factores de crecimiento, factores de

transcripcion y receptores celulares, entre otros.

2 - Regulacion hipotalamica de la hipofisis

La supervivencia de todo organismo depende de la eficacia de mecanismos de
adaptacion y regulacién que le permitan mantener su medio interno constante,
dentro de ciertos limites, frente a un medio ambiente variable. En los vertebrados,
esta homeostasis esta muy relacionada con un adecuado funcionamiento del eje
hipotalamico-hipofisario, el cual coordina y acopla el sistema nervioso central con el
sistema enddcrino (Halasz 2000). El hipotalamo es el integrador primario de los
estimulos recibidos del medio externo (fotoperiodo, temperatura, etc.) e interno
(aferencias nerviosas, hormonas y condiciones fisicoquimicas sanguineas). Para
llevar a cabo su funciéon de procesamiento de la informacién, el hipotalamo ejerce a
través de sus distintos nucleos una compleja actividad neuronal, la cual se refleja en
la notable diversidad de aferencias y eferencias que convergen en ellos (Fink 2000).

Esta rica inervacion se corresponde con una miriada de neurotransmisores,
neuromoduladores y neurohormonas, algunos de ellos encontrados también en

tejido no neural. Entre ellos, se encuentran la noradrenalina (NE), la acetilcolina
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(Ach), la serotonina (5-HT), el glutamato (GTM), la dopamina (DA), el acido y—
aminobutirico (GABA), las encefalinas (EC), el neuropéptido Y (NPY), la sustancia P
(SP), la neurotensina (NT), la angiotensina I (All), la galanina (GAL), el péptido
intestinal vasoactivo (VIP), la oxitocina (OT), la vasopresina (VP), la pro-
opiomelanocortina (POMC) y los factores hipofisotropos, liberadores o inhibidores de
hormonas hipofisarias.

Entre los factores hipofisotropos se encuentran principalmente la DA, el factor
liberador de la hormona de crecimiento (GHRH), la somatostatina (STT), el factor
liberador de corticotrofina (CRH), el factor liberador de tirotrofina (TRH) y el factor
liberador de gonadotrofinas (GnRH). Tanto los factores hipofisotropos como la OT y
la VP son neurohormonas, mensajeros producidos por neuronas y liberados a la
circulacion sanguinea. Los primeros son liberados principalmente en la eminencia
media y llegan hasta el I6bulo hipofisario anterior a través del sistema porta largo,
mientras que la OT y la VP se liberan directamente en el [6bulo posterior y pasan a
la circulacién sistémica o llegan al Iébulo anterior por medio del sistema porta
secundario. Estos factores hipotalamicos actuan sobre receptores celulares
especificos en el I6bulo anterior hipofisario estimulando o inhibiendo la secrecidn
hormonal.

Por lo tanto los estimulos provenientes del exterior y del interior del organismo
son integrados y transducidos a nivel hipotalamico a través de una red de
neurotransmisores y neuromoduladores que regulan la actividad de neuronas
productoras de factores hipofisotropos. EI efecto neto del hipotalamo sobre la
hipéfisis en un momento dado depende del balance entre los factores estimulatorios
e inhibitorios que se liberan a la circulacién portal. La mayoria de las neurchormonas
son oligo o polipéptidos sintetizados en nucleos hipotalamicos especificos. En
condiciones normales, la concentracion de estas sustancias en sangre portal es

mucho mayor que en circulacion periférica.

3 - Regulacion de la secrecién de prolactina

La PRL humana es un péptido de 199 aminoacidos con tres puentes disulfuro
intramoleculares. Es sintetizada y secretada principalmente en la adenohipéfisis por
los lactotropos, aunque también se produce en los somatolactotropos y en el sistema

nervioso central, el sistema inmune, la glandula mamaria, el utero y la placenta. Los
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genes que codifican para la PRL, la GH y el lactdgeno placentario evolucionaron a
partir de un gen comun ancestral. La vida media de PRL en sangre es corta (5-10
min) ya que sufre una rapida degradacion renal.

Los receptores de PRL se localizan principalmente en la glandula mamaria y en
el ovario, pero también se encuentran en menor medida en casi todos los tejidos del
organismo, lo que hace que esta hormona no posea un Unico érgano blanco
definido. El receptor de PRL pertenece a la clase | de la superfamilia de receptores
de citoquinas (Bole-Feysot et al. 1998) y es una proteina monomérica con un
dominio extracelular, uno transmembrana y uno intracelular. Este ultimo posee dos
sitios de fosforilacion y esta constitutivamente asociado a la tirosin kinasa JAK-2. La
unién de PRL con el receptor induce su dimerizacion (Sinha 1995) y la activacién de
las JAK-2. Estas consecuentemente se transfosforilan en sitios tirosina, fosforilan al
propio receptor y a las proteinas STAT, las que entonces se dimerizan y se

translocan al nucleo donde activan la transcripcion de genes especificos.

La PRL es una hormona de tipo pleiotropico, con una gran cantidad de
acciones bioldgicas descriptas (mas de 300). Sus efectos enddcrinos y metabdlicos
participan de la regulacion de numerosos procesos como ser el crecimiento y
desarrollo, la reproducciéon, la osmorregulacion, la inmunomodulacion y el
comportamiento (Bole-Feysot et al. 1998), (Freeman et al. 2000). Respecto de sus
acciones sobre el sistema reproductivo, participa de la produccién de leche materna
y la induccion del proceso de lactacién, funcion esencial en todos los mamiferos. En
la rata en particular, participa del mantenimiento del cuerpo Iuteo y estimula en él la
secrecion de progesterona. Comportamentalmente, induce el apareamiento y el
comportamiento maternal.

Los estimulos fisiolégicos mas importantes para la secrecion de PRL son la
succion, el coito, el estrés y el aumento de los estrogenos ovaricos; aunque las
caracteristicas especificas de la secrecion dependen fundamentalmente del estado
fisiologico del animal. Sobre el lactotropo convergen senales provenientes del
cerebro (a través del hipotalamo), de las génadas (a través de la circulacion
sanguinea) y de la misma hipdfisis (a través de factores paracrinos, autécrinos y
yuxtacrinos). Por lo tanto, podemos definir sobre la secrecion de la PRL hipofisaria
un control hipotalamico, uno periférico y uno intrahipofisario. En condiciones
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normales el control dominante es el hipotalamico, de tipo inhibitorio. Los otros dos

niveles de control son predominantemente estimulatorios.

3.A - Control hipotalamico: la dopamina

Los factores hipofisotropos liberadores de PRL hipofisaria se denominan PRFs
(prolactin releasing factors), mientras que los inhibidores, PIFs (prolactin inhibitory
factors). El principal control hipotaldmico sobre la secreciéon de la PRL hipofisaria
esta dado por un PIF: la DA. Esta amina bidgena es el principal PIF fisiologico que
actua sobre el lactotropo manteniéndolo toénicamente inhibido. Sobre esta base
tonica actua, sin embargo, un control ciclico de tipo circadiano generado por el
nucleo supraquiasmatico hipotalamico. Esto hace que la concentracion plasmatica
de PRL (prolactinemia) tenga un pico maximo al mediodia.

En los mamiferos, la PRL es la unica hormona hipofisaria que se encuentra
bajo un control hipotalamico predominantemente inhibitorio. La primera observacion
que evidencidé este hecho fue obtenida por Everett y Nikitowitch-Winer, quienes
demostraron que el lactotropo era el unico tipo celular que no sufria atrofia en
hipdfisis injertadas en la capsula renal, donde se encuentran fuera del control
central. Asimismo, observaron que la prolactinemia en estos animales se elevaba
como consecuencia de un aumento en la tasa de secrecion del lactotropo, lo cual
también se observo en animales a los que se les lesionaba la eminencia media 6 se
les transectaba el tallo hipofisario. Por lo tanto, la elevada actividad secretoria
intrinseca de los lactotropos esta severamente limitada in vivo por un neurohormona
hipotalamica inhibitoria que demostrd ser la DA.

La DA es una catecolamina sintetizada por numerosas vias o sistemas
dopaminérgicos diferentes, aunque solo tres de ellos influyen en el control de [a PRL
hipofisaria. Los cuerpos neuronales de estos tres sistemas se encuentran en los
nucleos arcuato y periventricular (Fig 4). El nacleo arcuato contiene los cuerpos del
sistema tubero-infundibular dopaminérgico (TIDA), cuyos axones terminan en la
eminencia media, y del sistema tubero-hipofisario dopaminérgico (THDA), con
terminales en los I6bulos posterior e intermedio. El nlcleo periventricular contiene los
cuerpos del sistema periventricular-hipofisario dopaminérgico (PHDA), que inerva al
Iébulo intermedio (Freeman et al. 2000).
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De los tres sistemas, el fisioldgicamente mas relevante para la regulacion de la
PRL hipofisaria es el TIDA. Este sistema envia proyecciones hacia el plexo capilar
de la eminencia media, permitiendo que la DA liberada llegue directamente al [dbulo
anterior a través del sistema porta de vasos largos. Los sistemas THDA y PHDA, por
su parte, liberan DA en los I6bulos posterior e intermedio, la cual posteriormente
alcanza el |6bulo anterior por difusién o a través del sistema porta de vasos cortos.
De esta forma, la DA hipotalamica llega a los lactotropos adenohipofisarios e inhibe
la liberacion de PRL.

Se han descripto cinco tipos de receptores de DA (D1, D2, D3, D4 y D5) que
pueden ser agrupados, de acuerdo a sus propiedades estructurales, funcionales y
farmacolégicas, en dos grupos: el grupo D1 (D1 y D5) y el grupo D2 (D2, D3 y D4).
Todos ellos pertenecen a la superfamilia de receptores de siete dominios
transmembrana, y estan acoplados a proteina G (Missale et al. 1998). En la hipdfisis
se encuentran predominantemente los receptores D2 ubicados en los I&bulos
anterior e intermedio, donde inhiben respectivamente la secrecion de PRL y de a-
MSH.

Existen varios mecanismos de transduccién de sefales que median el control
dopaminérgico sobre el lactotropo. Las evidencias indican que un estimulo de DA en
hipdfisis, a través de su receptor D2, produce la activacion de diferentes tipos de
proteina G (LLedo et al. 1992) con la consecuente regulacion de segundos
mensajeros como el AMPc y el calcio. Por un lado se activaria una proteina Gi que
induciria una reduccion del AMPc y un aumento de la conductancia de canales de
potasio. Por otro, se activaria una Go que bloquearia canales de calcio voltaje
dependientes de membrana. De esta manera, el efecto final es una hiperpolarizacion
de membrana que inhibe la exocitosis. En correspondencia con esta accion
inhibitoria de la DA sobre la secreciéon de PRL, la administracién in vivo de agonistas
o antagonistas del receptor D2 disminuye o aumenta la prolactinemia

respectivamente (Freeman et al. 2000).
Se han propuesto otras neurohormonas hipotalamicas como potenciales PIFs

que complementarian las acciones inhibitorias de la DA sobre la secrecion de PRL.
Entre ellas, podemos mencionar la STT y el GABA, actuando directamente sobre la
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adenohipdfisis, aunque con efectos mas débiles que los de DA (Freeman et al.
2000).

Por otro lado, el hipotadlamo es también responsable de la estimulacion aguda
de la secrecién de PRL que se observa en ciertos contextos fisiolégicos. Como ya
hemos sefalado, este tejido produce también neurohormonas que estimulan la
liberacion de PRL a nivel hipofisario (PRFs). Entre ellas, se consideran
fisiolégicamente relevantes la TRH, la OT y el VIP (Freeman et al. 2000). Sin
embargo, a pesar de que estos tres factores son potentes liberadores de PRL in
vitro, requieren frecuentemente de cierto grado de atenuacion simultanea del tono
dopaminérgico inhibitorio para poder tener un efecto significativo in vivo. El efecto de
la TRH, por ejemplo, parece ser inhibido por DA. La TRH actua a través de sus
receptores de siete dominios transmembrana acoplados a proteina Gg, cuya
activacion induce la produccion de inositoles fosfato dependiente de la fosfolipasa C
(PLC) (Hsieh & Martin 1992), la activacién de la protein kinasa C (PKC) (Drust &
Martin 1984), la movilizacién de calcio intracelular a partir de depésitos internos y su

influjo a través de canales de membrana (Gershengorn & Thaw 1985).

Sin embargo, el mecanismo hipotalamico mas importante para promover
cambios en la prolactinemia es la regulacion del tono dopaminérgico. Se han
descripto numerosos neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas que pueden
modular positiva 0 negativamente la actividad de las neuronas dopaminérgicas,
especialmente las del sistema TIDA (fig 5). Entre los que inhiben la liberacion de DA,
aumentando la prolactinemia, se encuentran el estradiol, la serotonina, el GABA, las
encefalinas (opiaceos) y el 6xido nitrico. Por otro lado, entre los factores que
estimulan la secrecién de DA, reduciendo la prolactinemia, podemos mencionar a la
neurotensina, la bombesina, la acetilcolina, el neuropéptido Y y la misma PRL.

Cabe destacar aqui que estos sistemas dopaminérgicos poseen receptores de
PRL que se encuentran positivamente asociados a la liberacién de DA (Arbogast &
Voogt 1997), (Lerant & Freeman 1998). Esto permitiria explicar el aumento de la
concentracién de DA en sangre portal que se produce ante un incremento de la
prolactinemia. En este sentido, este mecanismo constituiria un sistema muy
importante de control por retroalimentacion negativa de circuito corto que ajustaria el
tono dopaminérgico en forma acorde a los niveles de PRL plasmaticos. Otros

16



neuromoduladores regulan la actividad neuronal dopaminérgica en forma indirecta a
través de interneuronas, o interactuando a nivel de los receptores dopaminérgicos
hipofisarios.

3.B - Control periférico: los estrégenos

Los esteroides sexuales ovaricos (especialmente los estrogenos) son los que
ejercen el control periférico mas destacado. La ovariectomia ejerce un efecto
dramatico sobre los lactotropo. La remocion bilateral de los ovarios produce una
disminucion en el numero y tamario de este tipo celular, asi como una reduccién de
los granulos internos de secrecién. La aplicacidén exégena de estradiol revierte estos
efectos, estimulando consecuentemente la sintesis y secreciéon de PRL (Chen &
Meites 1970). Por otra parte, experimentos de inmunoneutralizacion en ratas indican
que el incremento de estrégenos que se observa durante la mafana del proestro es
necesario para que posteriormente se produzca el pico preovulatorio de PRL (Neill &
Nagy 1994), (Neill et al. 1971).

Los estrégenos promueven el incremento de la prolactinemia actuando
principalmente a dos niveles: a nivel hipotalamico y a nivel hipofisario. A nivel
hipotalamico disminuyen la actividad de la tirosina hidroxilasa (enzima limitante en la
sintesis de DA) (Blum et al. 1987) y la concentracion de DA en el nucleo arcuato
(Jones & Naftolin 1990), lo que se correlaciona con una menor secrecion de DA en
sangre portal (Cramer et al. 1979). Por otro lado, los estrégenos también estimulan
otras vias neuroenddcrinas asociadas a la liberaciéon de PRFs.

A nivel hipofisario, los estrégenos actuan directa e indirectamente sobre el
lactotropo. Durante la prefiez, los altos y persistentes niveles estrogénicos inducen
proliferacion de lactotropos (Scheithauer BW et al. 1990), su diferenciacion a partir
de los somatolactotropos y somatotropos (Stefaneanu et al. 1992) y producen
cambios en la proporcién de los distintos subtipos de lactotropos (Maldonado & Aoki
1994). Estos esteroides también estimulan la expresiéon del gen de PRL a través de
elementos respondedores a estrégenos que funcionan como activadores de la
transcripcion (Lieberman et al. 1981), inducen la secrecién de esta hormona por
medio de la sintesis y secrecion hipofisaria de VIP y GAL (Vrontakis et al. 1989) y

modifican la sensibilidad del lactotropo a los factores hipofisotropos (Maurer 1982).
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En este sentido, los estrégenos disminuyen el niumero de receptores celulares a DA
(Raymond et al. 1978) e incrementan el numero de los de TRH (De Lean et al.
1977), (Ben-Jonathan & Liu 1992).

A pesar de que la concentracién normal de DA en el sistema porta es mayor en
la hembra que en el macho (Tuomisto & Mannisto 1985), los niveles de PRL
circulantes son superiores en las hembras (Diaz-Torga et al. 1994). Se postula que
esto estaria relacionado con los mayores niveles estrogénicos presentes en la
hembra, que antagonizan la accién inhibitoria de DA sobre la actividad secretoria de
los lactotropos (Lloyd et al. 1975), (Dufy et al. 1979).

Periféricamente también ejercen una accién a nivel hipofisario, de tipo
inhibitorio, los glucocorticoides adrenales. Estos esteroides, liberados principalmente
bajo condiciones de estrés, actian directamente sobre receptores del lactotropo
inhibiendo la secrecion de PRL y frenando el pico agudo de esta hormona que se
produce ante un estimulo estresante. En ratas, la adrenalectomia aumenta los
niveles plasmaticos de PRL, lo que puede revertirse por la administracion exdégena
de corticosteroides (Ben-David et al. 1971). Por otro lado, el tratamiento de ratas
lactantes con el glucocorticoide sintético dexametasona elimina el aumento de PRL

inducido por la succién (Bartha et al. 1991).

3.C - Control intrahipofisario

La hipdfisis anterior funciona como una estructura unica e interrelacionada mas
que como una coleccién de distintos tipos celulares agrupados independientemente.
Los diversos tipos de células adenohipofisarias ejercen un control mutuo sobre su
diferenciacion y funcionalidad. Este control estd mediado por comunicaciones
paracrinas (de célula a célula) que involucran un gran numero de sefales locales
modulatorias de la actividad secretoria de las células vecinas. Las células
hipofisarias también reciben sefales regulatorias de tipo autdcrino (producidas por
ellas mismas) (Houben et al. 1990), (Schwartz & Cherny 1992), (Schwartz & Perez
1994), (Ray & Melmed 1997). Adicionalmente, existen interacciones yuxtacrinas
(entre células adyacentes o entre la matriz extracelular y la célula) que se producen
a través de moléculas ancladas a membrana sin intervencion de sustancias
difusibles (Ben-Jonathan & Liu 1992). De esta manera entran en funcionamiento
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niveles de regulacién adicionales y complementarios al provisto por las sefrales
enddcrinas provenientes del hipotalamo y, a través de él, de sangre periférica.

Todos los tipos celulares que componen la adenochipdfisis son potenciales
fuentes de senales paracrino/autécrinas (Denef & Andries 1983), (Schwartz &
Cherny 1992). Entre los numerosos péptidos que han sido descriptos como
reguladores locales del lactotropo se encuentran la All, el VIP, la GAL, la ET, la
propia PRL y factores de crecimiento como el epidérmico (EGF), el fibroblastico tipo
2 (FGF-2 o FGF-B) y el transformante tipo B (TGF-B) (Freeman et al. 2000).
Considerando la inhibicién ténica ejercida por la DA sobre la PRL hipofisaria, no
llama la atencién que la mayoria de estos péptidos (salvo la misma PRL) constituyan
potentes estimuladores de la secrecion de esta hormona. Ademas, se sabe de la
existencia de PRFs provenientes del [6bulo neural y/o intermedio de la hipdfisis.
Aunque todavia no han sido firmemente identificados, se cree que se tratarian de la

OT y/o la hormona estimulante de los melanocitos (a-MSH).

Numerosas evidencias indican que la All, el VIP, y la GAL son los factores de
produccion intrahipofisaria fisiolégicamente mas relevantes en el control local de la
liberacion de PRL. EI GnRH hipotalamico es capaz de inducir en el lactotropo
hipofisario una liberacion de PRL (Denef & Andries 1983). Sin embargo, un estimuio
con este factor sélo tiene efecto cuando el lactotropo es cocultivado con el
gonadotropo, indicando que el responsable directo de la liberacién de PRL no es la
GnRH per se sino algun producto derivado del gonadotropo. Este producto es All, un
octapéptido cuya accion paracrina sobre el lactotropo fue ampliamente descripta por
nuestro laboratorio (Becu-Villalobos et al. 1994), (Diaz-Torga et al. 1994), (Diaz-
Torga et al. 1998), (Gonzalez Iglesias et al. 1999), (Gonzalez-Iglesias et al. 2001).

Como el VIP esta presente en el lactotropo, se lo postuld inicialmente como un
factor autocrino (Nagy et al. 1988). Actualmente, sin embargo, algunos autores
sostienen que actua en forma paracrina sintetizado por células no lactotropas
(Wynick et al. 1993). El VIP mediaria la liberacién de PRL inducida por TRH y por
estimulos como la succidn y el estrés (Balsa et al. 1998). Por otro lado, el VIP puede
estimular en el lactotropo la secrecion de GAL, la cual a su vez promueve
autécrinamente la liberacion de PRL (Wynick et al. 1993), (Wynick et al. 1998).
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La regulacion yuxtacrina sobre la secrecion de PRL hipofisaria no ha sido
demasiado estudiada hasta el momento. Se ha reportado que células de la linea
GH3 cuitivadas sobre una matriz extracelular de endotelio poseen una morfologia
diferente, una mayor proliferacion, produccion de RNAm y secrecion basal de PRL
que las ceélulas cultivadas sin esta matriz (Elias et al. 1990). Aunque estas
condiciones experimentales son artificiales, los resultados indican que el
microambiente celular es critico en la modulacién de estos parametros. Por otro
lado, una densidad celular adecuada también seria un aspecto importante para la

secrecion basal de PRL por parte del lactotropo (Ben-Jonathan & Liu 1992).

4 - Regulacion de la secrecion de la hormona del crecimiento

La GH es una hormona proteica secretada por los somatotropos. Al igual que
en el caso de PRL, su receptor también pertenece a la superfamilia de las citoquinas
y senaliza principalmente a través de la via JAK/STAT, la que finaliza en la induccién
de la transcripcién génica. EI mayor nivel de expresion del receptor de GH se
encuentra en el higado, sin embargo también se expresa en muchos otros tejidos.
La GH estimula el crecimiento y el metabolismo tisular, especialmente en el musculo.
Sin embargo, su principal efecto es el de inducir la sintesis y secrecion hepatica del
factor de crecimiento insulino-simil tipo | (IGF-1), factor que media los efectos locales
de GH en los diferentes tejidos. IGF-1 posee proteinas de unién en sangre (IGFBPs)
que aumentan su vida media reduciendo la eliminacién renal y modulan su actividad
regulando la union a receptores especificos.

La deficiencia prolongada de GH/IGF-1 en la infancia puede conducir al
enanismo y a deficiencias en el desarrollo del sistema nervioso central, 6seo y
muscular (Laron Z. 2001). En el ser humano adulto, este déficit se manifiesta con
sintomas de envejecimiento precoz como obesidad, hiperglucemia, osteoporosis y
adelgazamiento de la piel (Laron Z. 2002). En los humanos con deficiencia de GH la
longevidad parece no estar afectada, pero en ratones knock-out para el receptor de
GH se la encontré llamativamente incrementada. Por el contrario, los altos y crénicos
niveles de esta hormona han sido asociados en roedores con una muerte prematura.
En la infancia la secrecion de grandes cantidades de GH lleva al gigantismo,
mientras que en el adulto conduce a la acromegalia y a danos renales (Okada &
Kopchick 2001).
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La secrecion de GH esta regulada a nivel hipotalamico por un factor liberador
(la GHRH) y por un factor inhibitorio (la STT) sintetizados en neuronas del ntcleo
arcuato y del nucleo periventricular, respectivamente. Ambos son liberados a nivel
de la eminencia media y llegan a la adenohipdfisis a través del sistema porta de
vasos largos. Del balance entre ambos factores regulatorios resulta un efecto neto
sobre la secrecion de GH hipofisaria. Sobre este esquema principal actian a su vez
tres sistemas regulatorios de retroalimentacién: el de circuito largo, el de circuito
corto y el de circuito ultracorto (Wehrenberg & Giustina 2000) (fig 6).

El sistema de retroalimentacion de circuito largo es ejercido por la IGF-1
sistémica, que regula a nivel del eje hipotalamico-hipofisario la secrecion de GH y
GHRH en forma negativa, y la de STT en forma positiva. El sistema de circuito corto
consiste en una retroalimentaciéon de la GH hipofisaria a nivel hipotalamico
inhibiendo a la GHRH y estimulando a la STT, principalmente a través de circuitos
retrogrados del sistema porta no sistémicos. Finalmente, el sistema ultracorto es
gjercido por la GH hipofisaria inhibiendo su propia secrecién a nivel autécrino. Otro
circuito ultracorto estaria dado a nivel hipotalamico por la GHRH y la STT
regulandose mutuamente.

En presencia de bajos niveles de GH sanguineos, se activa la via estimulatoria
de la GHRH, mientras que con altos niveles lo hace la via de la STT. Otras
hormonas también tienen efectos modulatorios sobre la GH plasmatica. En lineas
generales, tanto los estrégenos como los andrdégenos elevan su concentracion
sanguinea, aunque el efecto de los estrogenos es aun controvertido. Los
glucocorticoides y las hormonas tiroideas, por otro lado, l[a reducen. La glucosa

también disminuye los niveles circulantes de GH.

La secrecion de GH es de tipo pulsatil, al igual que sus principales reguladores
hipotalamicos (Muller et al. 1999). En el ser humano se producen picos de GH con
intervalos de 3 0 4 hs. Sobre esta pulsatilidad basica existe otro patrén de secrecion
circadiana con niveles maximos en las primeras horas del sueno. La fase llamada de
sueno paradojal 0 de movimiento ocular rapido (REM) seria la senal de finalizacion
del pico secretorio de GH. El patron de secrecion resultante esta también modulado
por el sexo, el estado de desarrollo, nutricional, de actividad y hasta emocional del

animal. De este modo, una buena nutricidn, el ejercicio fisico y el descanso
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favorecen la liberacién de GH, mientras que la obesidad, el estrés y la depresién
emocional la disminuyen. La mayor secrecion de GH se da en la adolescencia y
decrece marcadamente con la edad.

El patrén de liberacion pulsatil es importante en la determinacion de los efectos
de esta hormona y difiere entre ambos sexos, siendo en las hembras de mayor
frecuencia y menor amplitud que en los machos (Wehrenberg & Giustina 2000). Este
patron parece estar regulado por las hormonas sexuales. La testosterona tiene
efectos directos sobre los somatotropos de ratas macho in vitro, sensibilizandolos
tanto a la GHRH como a la STT, lo que aumentaria la amplitud de los ciclos de
liberacién de GH. Por otro lado, en células de ratas hembra, el estradiol reduce la
respuesta celular a estos reguladores hipotalamicos, lo que disminuye la amplitud de
los ciclos de secrecion (Hertz et al. 1989).

5 - Tumores hipofisarios

Los tumores hipofisarios son neoplasias de células adenohipofisarias, en
general no metastasicos y de crecimiento lento. Son ademas las neoplasias
intracraniales mas frecuentes en el ser humano. La prevalencia de estos tumores en
la poblacidn se estima en un 10-20%, siendo muchos de ellos microadenomas que
no presentan sintomas clinicos y se descubren por resonancia magnética o luego de
una autopsia. La clasificacion de los tumores hipofisarios actualmente se realiza
sobre la base de técnicas inmunohistoquimicas que revelan el tipo de hormona que
producen y sobre los cambios morfoldgicos observados por microscopia electrénica.
Esta clasificacion en general va de acuerdo con la manifestacion de los sintomas
clinicos, a excepcion de los adenomas silenciosos (Asa & Ezzat 1998).

De acuerdo a su tamario, puede clasificarse a los tumores hipofisarios en micro
y macroadenomas. Los microadenomas son tumores pequenos, menores a los 10
mm de diametro, ubicados dentro del espacio glandular normal que frecuentemente
no presentan sintomas clinicos. Los macroadenomas, en cambio, son mayores a los
10 mm de diametro y pueden llegar a invadir espacios periglandulares como el
parénquima cerebral, l0os senos paranasales o los senos cavernosos (Gsponer et al.
1999). Estos macroadenomas pueden presentar los sintomas tipicos de la presencia
de una gran masa intracranial como dolores de cabeza, perturbaciones visuales por
compresion del quiasma optico o paralisis locales por compresion de los nervios
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craneales. Aunque los macroadenomas de gran tamano suelen invadir estructuras

vecinas, en general son de tipo benigno, sin produccién de metastasis.

Desde el punto de vista hormonal, los tumores hipofisarios pueden ser
hormonalmente activos y secretar gran cantidad de alguna hormona en exceso,
presentar hipopituitarismo con déficit hormonal o ser silenciosos sin manifestacion
bioquimica detectable. De acuerdo al tipo de hormona que producen se pueden
clasificar principalmente como prolactinomas, somatoadenomas, gonadoadenomas,
corticoadenomas, tiroadenomas o adenomas de células silenciosas (Arafah &
Nasrallah 2001).

Los tumores hipofisarios mas frecuentes (40%) son los prolactinomas,
altamente secretores de PRL y conducentes a la hiperprolactinemia. Los
somatoadenomas son productores de GH y pueden producir acromegalia. Los
corticoadenomas, secretores de ACTH, provocan hipercortisolismo y la enfermedad
de Cushing. Los gonadoadenomas y los adenomas de células silenciosas no son
hormonalmente secretores, sino que presentan sintomas mecanicos e
hipopituitarismo. Los menos frecuentes son los tiroadenomas, secretores de TSH,

que provocan un ligero hipertiroidismo y un hipopituitarismo.

Hasta la ultima década, habia dos teorias dominantes acerca del origen de los
tumores hipofisarios. La mas comunmente aceptada postulaba anormalidades
intrinsecas a la glandula, mientras que la otra proponia una causa hipotalamica para
la mayoria de los casos, consistente de una estimulacion continua con alguno de los
factores hipofisotropos. Los ultimos avances en biologia molecular, utilizando
metodos de inactivacion del alelo X, demostraron que los tumores hipofisarios
humanos son en general de origen monoclonal (Herman et al. 1990), (Alexander et
al. 1990).

Estas neoplasias aparecen a partir de una mutacion o mutaciones en una
célula unica, que sufre luego expansion clonal. Sin embargo, en la modulacién del
posterior desarrollo tumoral, es importante el rol de los controladores hipotalamicos,
las hormonas periféricas y los diferentes factores de crecimiento de produccion local.
Estos moduladores estan en la actualidad siendo intensamente estudiados (Melmed
S. 1999), (Heaney et al. 1999). Finalmente, el tumor hipofisario es el resultado de un

proceso de pasos multiples que involucra a nivel celular la desregulacion de la
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proliferacion, la diferenciacion y la secrecion hormonal y, a nivel tisular, la
angiogenesis. En estos procesos el papel de las protein kinasas activadas por
mitégenos (MAPKs) es fundamental, ya que participan activamente de ellos.

Las mutaciones que dan origen al proceso tumoral pueden consistir en la
activacion de oncogenes, en la inactivacion de genes supresores tumorales o en una
combinacién de ambas. La activacion oncogénica es un evento dominante de modo
que, en muchos casos, una unica alteracion alélica puede conducir a la
transformacion celular. Este es el caso en un 40% de los somatoadenomas
humanos, en los que una mutacion puntual en el gen que codifica la subunidad a de
la proteina Gs conduce a una actividad GTPasica defectuosa, un aumento
persistente de las concentraciones de AMPc y una excesiva secreciéon de GH (Farfel
et al. 1999). Asimismo se ha asociado una mutacion del receptor de GHRH con otro
tipo de somatoadenomas(Adams EF et al. 2000).

En contraste, la inactivacion de genes supresores es un evento recesivo, por lo
que es necesario que ambos alelos estén afectados para que se produzcan cambios
celulares. En varios tipos de tumores se ha encontrado una inactivacién de genes
supresores (por deleciones, mutaciones puntuales o metilacion del DNA) en
diferentes loci (Farrell & Clayton 1999), (Farrell et al. 1999). En la neoplasia
enddcrina multiple tipo | (MEN-1), se ha localizado una mutacién de este tipo en el
cromosoma 11, mientras que en otros tumores esporadicos se detectaron afectadas
diferentes areas de los cromosomas 11, 9 y 13 (Arafah & Nasrallah 2001). La
heterogeneidad de los defectos genéticos encontrados en los tumores hipofisarios

se corresponde también con un proceso neoplasico de pasos multiples.

Durante mucho tiempo se habia estado buscando el/los genes responsables de
la generacion del tumor hipofisario. En un momento se pensé en el gen MEN-1,
responsable etiolégico de las neoplasias endécrinas multiples, de tipo hereditario.
Sin embargo, este gen no pudo ser asociado claramente con todos los tipos de
tumores hipofisarios sino sélo con un subgrupo de tumores esporadicos (Zhuang et
al. 1997). Posteriormente surgio el interés en un nuevo gen: el gen transformante de
tumores hipofisarios (PTTG), el cual parece expresarse en la mayoria de este tipo de
tumores. Este gen se aisl6 por primera vez a partir de lineas celulares hipofisarias de
rata (Pei & Melmed 1997) y posteriormente se descubrid que poseia una gran

capacidad de inducir transformacion celular aun en ausencia de otros oncogenes.
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El PTTG codifica para una proteina denominada pttg. Esta proteina se expresa
en altos niveles en el tumor hipofisario humano y de roedores y en lineas celulares
humanas de carcinoma pulmonar, melanoma, linfoma y leucemia (McCabe & Gittoes
1999), (Heaney et al. 1999). En el humano la pttg se expresa en bajos niveles en la
mayoria de los tejidos normales. En la rata se encuentra principalmente en el higado
embrionario y en el testiculo adulto, aunque también se la detecta en la hipdfisis
normal. En el 83% de los adenomas hipofisarios, esta proteina tiene un nivel de
expresion al menos un 50 % mayor al de la hipéfisis normal. La pttg in vivo es
tumorigénica, ya que inhibe la separacion de las cromatidas durante la mitosis y
estimula la secrecidon de FGF-2 (Heaney et al. 1999). Se ha determinado asimismo
una correlacion entre su nivel de expresion y el nivel de invasividad del tumor (Zhang
et al. 1999). Tanto in vivo como in vitro, la pttg es regulada por estrégenos. La
transformacion hipofisaria temprana in vivo coincide con una expresién maxima de
pttg, junto con la expresién de FGF-2, VEGF y la produccién de angiogénesis
(Heaney et al. 1999).

Por otro lado, el antigeno nuclear de células en proliferacion (pcna), también
llamado proteina asociada a la polimerasa-§, es sintetizado en las fases G1 y S del
ciclo celular (Woods et al. 1991), por lo que ha sido ampliamente utilizado como
marcador molecular de proliferacion celular. Este antigeno es codificado por el gen
PCNA y presenta dos variantes, una forma soluble no involucrada en la replicacion, y
otra insoluble que se asocia a las regiones nucleares en donde se esta produciendo
la sintesis de DNA (Woods et al. 1991). El pcna esta involucrado en numerosas vias
metabdlicas relacionadas con el procesamiento de los fragmentos de Okazaki, la
reparacion y metilacion del DNA, la remodelacion de la cromatina y la regulacion del
ciclo celular (Maga & Hubscher 2003). Este antigeno tendria un rol coordinador
sobre numerosas enzimas que reconocen estructuras especificas del DNA. A
consecuencia de su interaccion con el pcna, muchas de estas enzimas aumentarian
su eficiencia catalitica. Por otro lado el pcna también parece capaz de facilitar la

interaccion entre ciertos complejos de ciclinas y sus sustratos.

El tratamiento de los tumores hipofisarios humanos tiene varios objetivos. En
primer lugar, controlar el crecimiento tumoral y sus efectos mecanicos sobre las
estructuras cercanas. En segundo lugar, controlar los sintomas clinicos y
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bioquimicos del exceso de secrecion hormonal. Finaimente, se busca preservar las
funciones hipofisarias normales siempre que sea posible y revertir las defectuosas
(Arafah & Nasrallah 2001). Estos objetivos se logran en muchos casos a través de
tratamientos quirdrgicos, radiolégicos y/o farmacoldgicos. Los microadenomas
muchas veces pueden ser tratados sélo farmacolégicamente mientras que los
macroadenomas suelen requerir de cirugia complementada posteriormente con un
tratamiento farmacoldgico y/o radiolégico (Kaiser 2001).

Como comentamos anteriormente, la mayoria de los tumores hipofisarios son
de origen monoclonal. Sin embargo, en el contexto de una mutacién o
transformacion celular inicial cobra especial importancia la modulacién del
crecimiento tumoral ejercida por diferentes neurohormonas, hormonas y factores de
crecimiento de accion local. Una descripcion adecuada de la patogénesis de los
tumores hipoﬂsarios, asi como una identificacion de los distintos elementos
involucrados tendra seguramente un importante impacto sobre la practica
terapéutica. De esta manera, la identificacion de las mutaciones hereditarias mas
frecuentes, de los marcadores moleculares especificos de invasividad y recurrencia
tumoral y de los distintos factores regulatorios de la proliferacion celular, la secrecién
hormonal y la angiogénesis local permitiran una intervencién terapéutica mas

temprana y una mejor seleccion de los protocolos de tratamiento.

6 - Angiogénesis y tumorigénesis

Un aspecto fundamental para el crecimiento de la masa tumoral y la metastasis
es la angiogénesis (neovascularizacion tisular). Los tumores en general no son
angiogénicos desde el principio de su desarrollo sino que, en un determinado
momento, cambian hacia un fenotipo de neovascularizacion con desarrollo de
nuevos capilares sanguineos que comienzan a rodearse de células tumorales
(Weidner et al. 1991). Este cambio cualitativo muchas veces se produce en la
transicion entre la hiperplasia y la neoplasia (Folkman et al. 1989) y dependeria del
balance neto entre los factores angiogénicos y antiangiogénicos locales (Bouck N.
1990).

Entre los factores angiogénicos mas importantes se encuentran el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) (Ferrara & Henzel 1989), el FGF-1, el
FGF-2 y la angiogenina (Shing et al. 1984), (Ferrara & Henzel 1989), (Fett et al.
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1985), (Maciag 1984). Estos factores pueden ser secretados por las células
tumorales, por las células endoteliales o por los macréfagos movilizados hacia la
zona. Otro de los factores angiogénicos descriptos es la All, de la cual hablaremos
mas profundamente en la parte | de esta tesis. Sin embargo, para que se produzca
el cambio hacia el fenotipo angiogénico también es necesario que se reduzcan
factores antiangiogénicos como la trombospondina, producida constitutivamente por
las células normales (Rastinejad et al. 1989), la angiostatina (O'Reilly et al. 1994) y
la endostatina (O'Reilly et al. 2004) inducidas por la propia célula tumoral.

La angiogénesis favorece la expansion de la masa tumoral no sélo al
suministrar un mayor aporte sanguineo, sino también al permitir la estimulacién
paracrina de las células tumorales con numerosos factores de crecimiento
producidos por el nuevo endotelio en crecimiento (Hamada et al. 1992). Por otro
lado, la angiogénesis favorece la produccion de la metastasis. En la década pasada,
las hipbtesis que intentaban explicar la latencia tumoral y el escape a esta latencia
estaban basadas principalmente en aspectos del ciclo celular, hormonales y/o
inmunolégicos. Sin embargo, recientemente se ha postulado que la mayoria de los
patrones metastasicos podrian estar dictados por la intensidad de la angiogénesis
local (Folkman J. 1995).

7 - Prolactinomas

Como ya hemos comentado, los prolactinomas son los tumores hipofisarios
mas frecuentes. Son mas comunes en la mujer que en el hombre, especiaimente
durante la segunda y tercer década de vida. Luego de la quinta década, la
ocurrencia es similar para ambos sexos (Mindermann & Wilson 1994). En la mujer, la
hiperprolactinemia (concentraciones de PRL sérica mayores a los 100 ng/mi)
producida por la gran proliferacion de lactotropos origina amenorrea y galactorrea,
mientras que en el hombre da lugar a impotencia y a inhibicion de [a libido, sintomas
que frecuentemente son atribuidos a otras causas y llevan a un diagnéstico mas
tardio que en la mujer. La persistencia temporal de la hiperprolactinemia conduce al
hipogonadismo el que, tanto en la mujer como en el hombre, induce esterilidad,
pérdida de densidad 6sea y osteoporosis.

Cuando el microadenoma se transforma en macroadenoma, surgen grados

variables de hipopituitarismo debido a una desrregulacion funcional de otros tipos
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celulares secretores que puede estar asociada a una compresion del tallo hipofisario
y de los sistemas porta, imposibilitando el aporte de los factores reguladores
hipotalamicos. Cuando la masa tumoral esta altamente desarroliada y comienza a
ser invasiva, aparecen los sintomas ya descriptos asociados a una compresién
mecanica de las areas vecinas afectadas.

La terapia para los prolactinomas es en general farmacolégica, quirlrgica o una
combinaciéon de ambas estrategias, siendo la radiologica la menos utilizada. En la
mayoria de los pacientes, el tamano tumoral y la secrecién hormonal se logran
reducir con la utilizacion de agonistas dopaminérgicos como la bromocriptina o la
cabergolina. Sin embargo, hasta el momento la terapia farmacoldgica no siempre es
suficiente ni definitiva. Ademas de tener que recurrirse en muchos casos a la cirugia,
el tumor posteriormente suele reaparecer cuando se suspende la farmacoterapia.
Por lo tanto aun se continua en la bdsqueda de nuevas y mas eficientes alternativas
farmacologicas.

La hiperprolactinemia resultante del prolactinoma desensibiliza a las neuronas
del sistema TIDA a la retroalimentacion negativa inducida en condiciones normales
por la PRL. Esta desensibilizacion reduce aun mas el tono dopaminérgico sobre el
prolactinoma. Con el tiempo este proceso se torna imreversible por danos
neurodegenerativos en este sistema (Sarkar et al. 1982). La hiperprolactinemia
determina también una diferenciacion preferencial del somatolactotropo hacia el
lactotropo, elevando en gran medida la presencia relativa de este tipo celular (en
ratas hembra de un 40-60% se eleva a un 70-80%) y reduciendo consecuentemente

la de los otros tipos (Lloyd 1983).

Los prolactinomas expresan el receptor de estrogenos (ER) en mayor medida
que otros tipos de tumores hipofisarios (Zafar et al. 1995). Por otro lado, también son
productores de aromatasa, la enzima que cataliza la transformacién de andrégenos
a estrogenos (Carretero et al. 2002). Estos ultimos, como comentamos
anteriormente, son capaces de inducir la proliferacion y diferenciacion del lactotropo,
contribuyendo al desarrolio de la hiperplasia (Blackwell RE. 1985). La prefiez y la
administracion de algunos anticonceptivos orales aportarian un entorno de
esteroides favorable al desarrollo de prolactinomas (Grossman & Besser 1985).

Ademas de todos los efectos estrogénicos ya descriptos, tanto a nivel

hipofisario como hipotalamico, estos esteroides son también inductores de
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angiogénesis (Elias & Weiner 1984). Esta accion estaria mediada por la induccion de
factores angiogénicos locales como el VEGF (Ferrara et al. 2003) y FGF-2 (Heaney
et al. 1999). La formacién de esta nueva red vascular dotara a la adenohipdfisis de
un suministro de sangre sistémica directa que no tenia, ya que previamente estaba
irrigada principalmente por los sistemas porta. Esto hace que, por un lado aumente
el suministro nutricional y de factores de crecimiento a la masa tumoral y, por otro,
disminuya aun mas la concentracién de DA local. En el prolactinoma inducido por
estrégenos, se ha observado que éstos provocan en la adenohipdfisis un marcado

aumento del area, diametro y perimetro vascular (Pawlikowski ef al. 1996).

8 - Modelo experimental de prolactinoma en rata: administracién farmacolégica

de estrogenos en forma crénica

Este modelo experimental que utilizamos consiste en la aplicacién de un pellet
subcutaneo del estrégeno sintético dietilestilbestrol (DES), que induce en alrededor
de 6-8 semanas un prolactinoma. Este modelo fue ampliamente desarrollado en
varias cepas de rata (Meyer & Clifton 1956), (Wiklund et al. 1981), (Xu et al. 2000),
siendo la mas utilizada la Fischer 344 (F344) por su especial sensibilidad a los
estrogenos (De Nicola et al. 1978), (Phelps & Hymer 1983).

El tratamiento estrogénico crénico in vivo induce en F344 en primer lugar una
hiperplasia, una hipertrofia y una degranulacion de los lactotropos, acompanada de
hiperprolactinemia y pérdida de otros tipos celulares hipofisarios (Clifton & Meyer
1956), (De Nicola et al. 1978). Estudios bioquimicos senalan que, alrededor de la
sexta semana, esta hiperplasia deriva en un adenoma de lactotropos o prolactinoma
(Piroli et al. 1994). En esta etapa se produce la ruptura de la estructura de acinos
celulares tipica de la glandula, la desorganizacion de la red de reticulina, la aparicion
de lagunas sanguineas y la angiogénesis local (Elias & Weiner 1984). Bajo una
exposicion estrogénica mas prolongada, el adenoma puede llegar a convertirse en
un adenocarcinoma (Satoh et al. 1997).

El crecimiento continuo de este tipo de tumores, al menos en las primeras
etapas, es dependiente de la presencia estrogénica (Xu et al. 2000), mientras que la
aplicacion de DA o sus agonistas pueden bloquear hasta cierto punto este efecto y
producir la regresion del tumor (MacLeod & Lehmeyer 1973), (Thomer et al. 1980).
Este modelo tumorigénico presenta dimorfismo sexual en cuanto al desarrollo de la
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masa tumoral, alcanzando en hembras el doble de tamafio que en machos (Wiklund
et al. 1981) y en cuanto a la sensibilidad a la accion esteroidea, que es mucho mayor
en hembras (Piroli et al. 2000).

La diferente sensibilidad a los esteroides que existe entre sexos y entre cepas
de animales se cree estaria relacionada con la diferente proporcién de los distintos
tipos celulares y con la diferente expresion de factores de crecimiento y receptores
estrogénicos. La expresion célulo-especifica de estos receptores en los
prolactinomas se corresponde con un rol del estrégeno no sélo en la determinacion
del fenotipo celular y la actividad secretoria sino también en la regulacién del
crecimiento de este tipo de tumores. Por lo tanto consideramos que las ratas
cronicamente estrogenizadas son un buen modelo tanto para el estudio de los
mecanismos tumorigénicos como para el abordaje de nuevas posibilidades
terapéuticas.

La cepa Sprague Dawley (SD) utilizada por nosotros no es tan sensible a los
estrogenos como la F344, sin embargo se ha demostrado que a partir de la cuarta
semana de tratamiento crénico con estos esteroides ya se produce una hiperplasia e
hipertrofia de lactotropos (Holtzman et al. 1979). Por lo tanto, cabe aclarar aqui que
en toda la parte experimental de esta tesis utilizaremos el término “tumor” como

sindnimo de esta hiperplasia e hipertrofia celular hipofisarias.

La presente tesis doctoral se encuadra en el contexto de la modulaciéon de la
hiperplasia hipofisaria en un modelo de prolactinoma inducido experimentaimente en
rata por el tratamiento estrogénico crénico. Como comentamos anteriormente,
pensamos que este modelo es adecuado para abordar aspectos relacionados con la
genesis, desarrollo y posible terapéutica de estos tumores. Para ello, trabajamos en
la presente tesis principalmente con tres factores modulatorios: la All, la
progesterona (P4) y la dehidroepiandrosterona (DHEA). La All ha sido descripta
como un secretor hormonal, factor de crecimiento y modulador de la angiogénesis,
mientras que a la P4 y a la DHEA han sido asociadas con un efecto benéfico sobre
el desarrollo tumoral. La DHEA, especialmente, ha sido ampliamente estudiada en
los ultimos afos por sus postulados efectos de tipo antitumoral y rejuvenecedor. Por
lo tanto decidimos en esta tesis estudiar los efectos de estos moduladores sobre la
hipéfisis normal e hiperplasica e incursionamos en el analisis de sus mecanismos de

accion.
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Figura 1: Esquema de los distintos componentes de la hipéfisis.

La adenohipéfisis esta formada por la pars tuberalis, la pars intermedia y la pars distalis. La
neurohipdfisis contiene a la eminencia media, el tallo infundibular y la pars nervosa o
proceso infundibular. Tomado de Berne, R.M. & Levy, M.N.: The Hypothalamus and the
Pituitary Gland, 897-931, en: “Physiology”, editado por R. Farell (1993), Mosby Year Book,
Inc. St Louis, Missouri.
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Figura 2: Irrigacion hipofisaria

La arteria hipofisaria superior irriga el tallo hipofisario y genera en la eminencia media un
plexo de capilares fenestrados en serpentina que dan origen al sistema porta primario o de
vasos largos. Estos vasos atraviesan la pars tuberalis y finalizan en el I6bulo anterior en un
nuevo plexo capilar, el cual converge posteriormente en la vena hipofisaria anterior para salir
de la hipdfisis. La arteria hipofisaria inferior irriga el l6bulo posterior donde crea otro plexo
capilar. Alli, parte de la sangre abandona la hipéfisis a través de la vena hipofisaria posterior
y parte origina el sistema porta secundario o de vasos cortos, que finaliza en capilares en el
I6bulo anterior. Tomado de Halasz, B.: The Hypothalamus as an Endocrine Organ: The
Science of Neuroendocrinology, 3-21 en: “Neuroendocrinology in Physiology and Medicine”,
editado por Conn, M. & Freeman, M.E. (2000), Humana Press Inc., Totowa, New Jersey.
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Fig 3: Esquema propuesto de la citodiferenciacion adenohipofisaria:

A partir de las células madre adenohipofisarias, se diferencian los corticotropos, los
gonadotropos y los tirosomatolactotropos. De estos ultimos, en forma mas tardia surgen los
tirotropos y los somatolactotropos, los que finalmente dan origen a los lactotropos y a los
somatotropos. Adaptado de Asa, S.L. & Ezzat, S. (1998), Endocrinology Reviews 19 (6):
798-827.
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Figura 4: Inervacioén hipotalamica dopaminérgica sobre la hipéfisis

El nucleo arcuato (A12) contiene los cuerpos neuronales de dos sistemas dopaminérgicos
distintos: el tabero-infundibular dopaminérgico (TIDA), que se proyecta desde el nucleo
arcuato dorsomedial hacia la eminencia media, y el tubero-hipofisario dopaminérgico
(THDA), que lo hace desde el nucleo arcuato rostral hasta los |6bulos neural (NL) e
intermedio (IL) de la hipdfisis. El nucleo periventricular (A14) contiene los cuerpos
neuronales del sistema periventricular-hipofisario dopaminérgico (PHDA), cuyos axones
terminan también en el I6bulo intermedio. Las terminales del TIDA liberan DA al plexo capilar
primario del sistema porta de vasos largos. Posteriormente, esta neurohormona alcanza las
células adenohipofisarias a través del plexo capilar secundario. Las terminales del THDA
liberan DA hacia los capilares del sistema porta de vasos cortos, que conecta el Iébulo
neural con el anterior (AL). La DA liberada en el |I6bulo intermedio alcanza el anterior por
difusion ya que este I6bulo no se encuentra irrigado. Adaptado de Ben-Jonathan, N. &
Hnasko, R. (2001) Endocrinology Reviews 22 (6): 724-763.
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Figura 5: Efectos directos de neurotransmisores, neuromoduladores y hormonas
periféricas en la actividad de los sistemas TIDA y PHDA.

Los agentes estimulatorios de los sistemas dopaminérgicos TIDA y PHDA (izquierda)
aumentan en hipotalamo la actividad neuronal y la secrecién de DA, lo que disminuye la
liberacion de PRL por parte del lactotropo. Los agentes inhibitorios de estos sistemas
(derecha) disminuyen la actividad y secrecion dopaminérgicas, lo que produce un aumento
de la secrecion de PRL a nivel hipofisario. La prolactina y el estradiol funcionan como los
principales estimuladores e inhibidores, respectivamente, de la secrecrecion de DA. Esta es
s6lo una lista parcial de los factores regulatorios, y varios de ellos muestran un efecto dual
sobre la liberacion de PRL, dependiendo de su sitio de accion. Adaptado de Freeman, M.E.
et al. (2000) Physiol Rev 80:1523:1631.
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Figura 6: Circuitos regulatorios de la secrecion de GH

El sistema de retroalimentacion de circuito largo es ejercido por la IGF-1 sistémica, que
regula a la GHRH y STT hipotalamicas (en forma negativa y positiva respectivamente) y a la
GH hipofisaria en forma negativa. El sistema de retroalimentacion de circuito corto consiste
en la regulacion negativa de la GH hipofisaria sobre la GHRH y STT hipotalamicas, en forma
negativa y positiva respectivamente, a través de circuitos retrégrados del sistema porta.
Finalmente, los sistemas de retroalimentacion ultracorto son ejercidos por la GH hipofisaria
inhibiendo su propia secrecion a nivel autécrino y por la regulacion reciproca entre la GHRH
y la STT hipotalamicas. Adaptado de Wehrenberg, W.B.: Neuroendocrine Regulation of
Growth Hormone Secretion, 181-195, en: “Neuroendocrinology in Physiology and Medicine”,
editado por Conn, M. & Freeman, M.E. (2000), Humana Press Inc., Totowa, New Jersey.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es el de estudiar aspectos relacionados con la
génesis, desarrollo y posible terapéutica de los tumores hipofisarios de lactotropos
en un modelo de prolactinoma experimental inducido en rata por un tratamiento
estrogénico crénico. Para esto, nos hemos enfocado en el analisis de algunos
moduladores especificos: la angiotensina [, la progesterona y la
dehidroepiandrosterona.

Los objetivos particulares de la parte | son los siguientes:

. Estudiar las alteraciones producidas en el prolactinoma respecto de la
respuesta a angiotensina |l y su relacién con la participacion diferencial de los
subtipos receptores AT1 y AT2.

o Determinar la posible activacion de las MAPKs ERK1/2 en la respuesta
hipofisaria normal y tumoral a la angiotensina Il.

o Determinar la cascada de sefiales conducente a la activacion de ERK1/2 en
respuesta a la angiotensina tl en la hipéfisis normal.

o Evaluar el posible rol terapéutico de un tratamiento in vivo con progesterona

sobre un modelo de prolactinoma experimental en rata.

Los objetivos particulares de la parte Il son los siguientes:

o Evaluar el posible efecto terapéutico de un tratamiento in vivo con
dehidroepiandrosterona sobre un modelo de prolactinoma experimental en rata.
e Analizar la accién de la dehidroepiandrosterona in vitro sobre la liberacién
hipofisaria de prolactina y hormona de crecimiento, tanto basal como modulada

por factores hipofisotropos.
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MATERIALES Y METODOS

1 - Animales

Se utilizaron ratas hembra virgenes Rattus norvegicus de la cepa Sprague-
Dawley de dos-tres meses de edad. Los animales fueron criados en el bioterio del
Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME) de acuerdo a las normas
dictadas por la Guia para el Cuidado y Empleo de Animales de Laboratorio del
Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos de América (NIH). Las ratas se
mantuvieron a 22°C con un fotoperiodo de 12 horas (luz de 7.00 a 19.00) y
ventilacién permanente. Se les suministrdé alimento balanceado (Purina) y agua ad

libitum.

2 - Medios de cultivo, reactivos y drogas

El DMEM, el F-12 Nutrient Mixture, la tripsina, los aminoacidos esenciales, no
esenciales y vitaminas MEM, la gentamicina y el reactivo de Trizol® son productos
de GIBCO BRL (Grand Island, NY). El suero fetal bovino, el suero de caballo y el
fungizone son productos de PAA laboratory GmbH (Linz, Austria). La DNAsa es de
Worthington (Lakewood, NK). El DES, OH-PREG, DHEA, OH-DHEA, ADIOL, DA,
All, EGF, PMA, BAPTA-AM, herbimicina A, PD98059, el Fura 2-AM y la MIX son de
Sigma (St. Louis, MO). El caproato de hidroxiprogesterona es de Schering (Bs.As.).
La STT es de UCB SA (Braine-I'Alieud, Beélgica). El DUP753 es de DuPont Merck
Pharmaceutical Co. (Wilmington, DE). El PD123319 es de Parke-Davis (Ann Arbor,
Mi). EI U73122, el TMB-8 y la forskolina son de ICN Biomedicals Inc (Aurora, Ohio).
La queleritrina es de Alomone Labs. (Jerusalem, Israel). El tyrphostin AG1478 y el
PP1 son de Biomol Research Lab. Inc. (Plymouth Meeting, PA). El '®I es de NEN
Life Science Products Inc. (Boston, MA).

Las hormonas purificadas para iodinacion, los estandares de referencia y la
GHRH, asi como los primeros anticuerpos para los RIAs hormonales y para la IHQ
de PRL, son del Programa Nacional de Hormonas y Pituitaria (NHPP) perteneciente
al Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK) de
los Estados Unidos. EI AMPc iodinado, el AMPc frio para los estandares de
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referencia y el anticuerpo anti-AMPc fueron suministrados gentilmente por el Dr.
Omar Pignataro del IByME. La mezcla de inhibidores de proteasas (TAME, TLCK,
TPCK, ZPCK y PMSF) fue amablemente donada por la Dra. Claudia Lanari del
IByME. La acrilamida y la bis-N,N’-metilen-bis-acrilamida son de BioRad (Hercules,
CA). Los anticuerpos para Western Blot, los marcadores de PM proteico pretefiidos y
el Western Blotting Luminol Reagent son de Santa Cruz Biotech. (Sta. Cruz, CA).
Los marcadores de PM proteico biotinilados y los de PM de DNA son de New
England Biolabs Inc. (Beverly, MA). El RNAlater es de Ambion (Woodward Austin,
TX). La agarosa es de Seakem (Rockland, Maine). Los kits de la M-MLV-RT y de la
Taq polimerasa son de Invitrogen Life Tech. (Carlsbad, CA). Los cebadores al azar
son de Biodynamics (Bs. As.). Los cebadores especificos para AT1, AT2 y 28S
fueron sintetizados por Bio-Synthesis Inc. (Lewisville, TX). Los dNTPs y el RNAsin

son de Promega (Madison, WI).

3 - Tratamientos in vivo

e Tratamientos con progesterona (P4):

Grupo CONTROL: Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias. A los 15
dias del inicio del experimento se les administrd subcutanea y
semanalmente aceite de sésamo (vehiculo) por 6 semanas.

Grupo TUMOR: Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias implantadas,
bajo anestesia con éter, con un pellet subcutaneo de 20 mg del
estrogeno sintético dietilestilbestrol (DES). A los 15 dias del
inicio del experimento se les administrd6 subcutanea vy
semanalmente aceite de sésamo por 6 semanas.

Grupo P4: Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias. A los 15
dias del inicio del experimento se les administré subcutanea y
semanalmente caproato de hidroxiprogesterona (5mg/rata)
diluida en aceite de sésamo por 6 semanas.

Grupo TUMOR + P4:Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias implantadas,
bajo anestesia con éter, con un pellet subcutaneo de 20 mg de
DES. A los 15 dias del inicio del experimento se les administré
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subcutanea y semanalmente caproato de hidroxiprogesterona
(5mg/rata) diluida en aceite de sésamo por 6 semanas.

A las ocho semanas del inicio del experimento, se decapitaron las ratas de
todos los grupos (las controles se eligieron en diestro) y se extrajeron las
adenohipdfisis en hielo (eliminando el Iébulo neurointermedio) para utilizarlas
posteriormente en mediciones de calcio intracelular, cultivo celular, western-blot y/o
RT-PCR. Asimismo se recolectd sangre troncal para posteriores mediciones

hormonales en las extracciones de suero.

o Tratamientos con dehidroepiandrosterona (DHEA):

Grupo CONTROL: Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias.

Grupo TUMOR: Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias
implantadas, bajo anestesia con éter, con un pellet
subcutaneo de 20 mg de DES.

Grupo DHEA: Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias
implantadas, bajo anestesia con éter, con dos pellets
subcutaneos de 50 mg de DHEA.

Grupo TUMOR+DHEA: Ratas SD hembras virgenes ciclantes de 120 dias
implantadas, bajo anestesia con éter, con un pellet
subcutaneo de 20 mg de DES mas dos pellets de 50 mg de
DHEA.

El implante de pellets subcutaneos permite un suministro constante y continuo
de la droga. Experimentos previos demostraron que un aporte mas brusco de DHEA
puede causar citotoxicidad, androgenicidad y resistencia insulinica, por lo que este
método de liberaciéon lenta ofrece una condicién mas fisiolégica (Mcintosh et al.
1999). Durante diez dias consecutivos a partir de la segunda, cuarta y sexta semana
del implante se tomaron muestras de fluido vaginal de cada rata para determinar la
etapa del ciclo estral en la que se encontraba. Luego se promedié para cada grupo
experimental la cantidad de estros encontrados en cada periodo. Antes y después
del implante (una vez a la semana hasta la finalizacién del tratamiento) se pesaron
las ratas y se les extrajo muestras de sangre de vena yugular bajo anestesia con

éter.
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A las siete semanas del implante se pesaron las ratas, se las decapitd (las
controles se eligieron en diestro) y se obtuvo sangre troncal. Se extrajeron vy
pesaron las adenohipdfisis de todos los animales para realizar posteriormente
mediciones de calcio intracelular, cultivo celular, western-blot o RT-PCR. Asimismo
se extrajeron y pesaron las glandulas adrenales para controlar un posible efecto
secundario del tratamiento con DHEA. Los pesos de ambos 6rganos se relativizaron
al peso corporal total del animal. Se extrajo el suero de las muestras sanguineas y

se lo guardé a -20°C para cuantificar posteriormente su contenido hormonal por RIA.

4 - Obtencion de células adenohipofisarias dispersas

Luego de extraer en hielo la adenohipéfisis del animal, se la colocod en
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) estéril pH 7,5 (aproximadamente 4
adenohipdfisis normales o 2 tumorales en 1,5 m! de medio). En campana de flujo
laminar se eliminaron los coagulos y se lavé 3 veces con DMEM. El tejido se cortd
con bisturi en fragmentos de aproximadamente 1 mm, se pasé a un vial con 3 ml de
DMEM y 0,5% de tripsina y se incubd 30 min en estufa a 37°C. Luego se agregaron
24 pg/ml de DNAsa-I durante 2 min, se aspiré el medio y se reemplazé durante 1
min con 2,5 ml de buffer Krebs estéril (NaCl 0,73%, KCI 0,04%, KH2PO4 0,02%,
HEPES 0,24%, NaHCO3; 0,11%, BSA 0,5%, glucosa 14 mM, glutamina 2 mM,
aminoacidos esenciales MEM 2% y vitaminas MEM 1%) pH 7,5 con el agregado de
500 ul de suero fetal bovino (SFB) para frenar la digestion enzimatica sobre el tejido.
Luego se lavo 3 veces con 1 ml de Krebs, se disgregd el tejido en 2 mi de este
medio con pipeta Pasteur para obtener células en suspensioén y se filtré a través de
una malla de nylon (160 um). Se centrifugé la suspension resultante 10 min a 1.000
rpm y se eliminé el sobrenadante.

Se resuspendié el precipitado en 5 ml de DMEM enriquecido (suplementado
con suero de caballo (HS) 10%, SFB 2,5%, glutamina 2 mM, aminoacidos no
esenciales MEM 1%, gentamicina 25 ng/ml y fungizone 0,1%) pH 7,5.
Posteriormente se tomé una alicuota de 20 ul de la suspension celular para
cuantificar el rendimiento del tejido por medio de un conteo en camara de Neubauer.
Ademas se determiné el porcentaje de viabilidad celular por medio del método de
exclusion del Azul de Tripan. En todos los casos esta viabilidad fue mayor al 90%.
Luego de la cuantificacion se diluy6 la suspension celular con DMEM enriquecido de
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modo de obtener la dilucién adecuada para la cuantificacion de la concentraciéon

intracelular de calcio o para el cultivo celular.

5 - Medicién de la concentracién intracelular de calcio ([Ca™"];)

El pellet de células adenohipofisarias fue resuspendido e incubado en buffer
salino (BS: NaCl 140 mM, KCI 3,9 mM, CaClz 1 mM, KH,PO4 0,7 mM, MgCl, 0,5
mM, Naz;HPO4.12H20 0,5 mM, Hepes 20 mM) pH 7,5 en presencia de BSA 0,1%,
glucosa 10 mM y Fura-2AM 1,5 uM. El Fura-2AM (fura2-acetometilester) es un
compuesto utilizado como indicador de la [Ca™"}; ya que, al ser incorporado a la
célula, es convertido por esterasas endégenas en Fura-2, el cual queda atrapado en
el citoplasma celular y es capaz de emitir fluorescencia ante un aumento del Ca*™
citoplasmatico. La incubacién de las células con este compuesto se realizé por 30
min en estufa a 37°C. Luego se elimind el Fura-2AM residual (no incorporado)
mediante un par de lavados con BS y se resuspendieron las células en BS a una
concentracién de 2x10° cél/ml. La sefial de fluorescencia emitida ante los diferentes
estimulos (inyectados 100X en la microcubeta que contiene la suspension celular)
fue medida segundo a segundo por medio de un espectrofluorimetro (Jasco Corp.) a
37°C, bajo agitacidn continua.

Este aparato trabaja excitando al fluoréforo con longitudes de onda de 340 nm
y de 380 nm alternativamente, mientras que recoge lo emitido a 505 nm. A partir del
cociente entre lo emitido ante ambas longitudes de excitacién, y por medio del
método de Grynkiewicz (Grynkiewicz et al. 1985) se grafica la curva de la [Ca™];
Este cociente aumenta a medida que lo hace la concentracion intraceluar de calcio.
El sistema fue calibrado por medio de Ila determinacién de la fluorescencia maxima
(inducida por Triton X-100 0,1%) y la minima (inducida por EGTA 6 mM). Luego de la
aplicacion de buffer de ensayo por 2 min para determinar el nivel basal, se colocaron
los distintos estimulos (All, DA, GHRH, DHEA, DUP753, PD123319, U73122,
BAPTA-AM, TMB8, EGTA) a las concentraciones y tiempos especificados en cada
uno de los capitulos. Los resultados se expresan como porcentaje de aumento de la
[Ca™]isobre los niveles basales, que se calculan a partir del promedio de los valores
obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulacién con All. Las desviaciones
debidas a la fuga de calcio por células muertas o0 a la autofluorescencia se

corrigieron segun procedimientos ya descriptos (Grynkiewicz et al. 1985).
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6 - Cultivo primario de células adenohipofisarias y tratamientos in vitro

La suspension de células dispersas se sembré en placas de cultivo estériles de

24 (P24) o de 96 (P96) pocillos segun el tipo de experimento.

o Para western-blot: se sembraron en P24 500.000 cél/ml/pocillo.

e Para RIAs hormonales: se sembraron en P96 50.000 cél/250 ul/pocilio.
e Para RIA de AMPc: se sembraron en P24 300.000 cél/mi/pocillo.

Posteriormente se incubd las células en estufa a 37°C con 95% de O2y 5% de
CO2 durante 3 dias para permitir que se adhiriesen al soporte y se repliquen. Luego
de este periodo se cambié el medio de cultivo por DMEM-F12 enriquecido (DMEM y
F12 Nutrient Mixture en proporcién 1:1, NaHCO3 2,2 mg/ml, BSA 0,1%, glutamina 4
mM, gentamicina 12 ng/ml y fungizone 0.05%) pH 7,5 (sin suero) y se incubd en
estufa durante otras 24 hs para arrestar a las células en Go. Luego se cambid el
medio y se aplicaron los diferentes pretratamientos (DUP753, PD123319, PTX,
U73122, PMA, queleritrina, BAPTA-AM, TMB8, EGTA, herbimicina-A, PP1, AG1478,
PD98059) y estimulos (All, PMA, EGF). En el caso de pretratamientos con
esteroides (DES, DHEA, OH-DHEA, ADIOL), éstos se colocaron 2 dias antes de la
aplicacién del estimulo final (All, DA, GHRH, STT). En el caso de la cuantificacién
intracelular de AMPc, se agregd al medio de cultivo metilisobutilxantina (MiX) 0,1
mM durante 2 hs para evitar la degradacion de este compuesto. Luego de los
tiempos de incubacion necesarios, se frend la reaccion colocando las placas en
hielo. Como control positivo de produccién de AMPc se utilizé la estimulacion con
forskolina. Las concentraciones y tiempos de aplicacion de cada uno de los
pretratamientos y estimulos se especifican en cada uno de los capitulos.

Cumplidos los tiempos de estimulacion, se tomaron muestras de medio de
cultivo para analizar su contenido hormonal por RIA y/o se levantaron las células en
60 ul de buffer de muestra (Tris-HCI 62 mM, glicerol 10%, SDS 2%, DTT 50 mM,
azul de bromofenol 0,1%) pH 6,8 para western-blot o en 700 pl de EtOH 100% para
RIA de AMPc intracelular. Las muestras resuspendidas en EtOH se sonicaron 15
seg, se desnaturalizaron a 95°C por 5 min, se centrifugaron 5 min a 1.000 rpm y se
recogid el sobrenadante con el AMPc. Se evapord el EtOH con bomba de vacio en
bario termostatico y se resuspendié el pellet en 120 pl de NaAc 50 mM pH 6,2. Se

llevd la muestra a -20°C hasta su utilizacion en el RIA de AMPc.
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7 - Marcacion de hormonas con %

Se iodinaron las siguientes hormonas: prolactina de rata (rPRL), hormona de
crecimiento de rata (rGH), factor de crecimiento insulina-simil-1 humano (hIGF-1) y
leptina humana recombinante (h-LEP). El procedimiento de marcacion general fue el
siguiente: A una alicuota de hormona purificada (5 ug/10 ul de BP 0,5 M) se le
agrego 35 pl de buffer fosfato 0,5 M (BP: POsH.Na 0,5 M, PO4HNaz 0,5 M) pH 7,5
mas 0,8 mCi de '?| apto para marcar proteinas. La introduccién del iodo marcado a
la molécula se realizé por medio de 11 ul de cloramina T (1 mg/ml en BP 0,05 M)
actuando durante 1 min. La reaccién se detuvo con 24 pul de metabisuifito de sodio
(10 mg/ml en BP 0,05 M). El adecuado nivel de oxidacion se comprobd agregando
100 ul de solucién Rinse (sacarosa 8%, Kl 1%), constatando que el color del
preparado permanezca transparente.

Posteriormente se sembré la hormona marcada en una columna de Sephadex
G50 (previamente bloqueada en sus sitios inespecificos con PBS 0,01 M - EDTA
18,6% - BSA 2%) y se eluyd con BP 0,05 M. Las sucesivas fracciones se recogieron
en el buffer correspondiente al tipo de hormona iodinada y se les cuantificd la marca
por medio de un contador gamma Hewlett Packard (eficiencia del 82%). Se eligieron
las fracciones que presentaron el pico de radioactividad asociado a la hormona
marcada. Estas fracciones fueron luego testeadas por medio de ensayos de union
maxima, alicuotadas y guardadas a -20°C para ser utilizadas en RIAs posteriores.

8 - Radioinmunoensayos (RIAs) hormonales

Las hormonas (PRL, GH, IGF-1 y LEP) presentes en las muestras de suero
(tratamiento in vivo) o liberadas al medio de cuitivo (tratamiento in vitro) se
cuantificaron por medio de RIAs utilizando kits provistos por el NIDDK.

e RIA de PRL:

Se diluyeron convenientemente las muestras y se preparé la curva de
concentraciones del estandar de referencia (AFP4459B) en 200 pl de PBS-EA
(buffer fosfato 0,01 M, NaCl 0,15 M, albumina de huevo 1%) pH 7,5. Se agregé a las
muestras y a la curva 100 pul del primer anticuerpo (IgG policlonal de conejo anti-PRL
de rata AFP131581570, dilucién final 1:400.000 en PBS-EDTA-NRS 1%) y 100 pl de
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PRL de rata iodinada (AFP10505B, diluida en PBS-EA de manera de tener
aproximadamente 17.000 cpm/tubo). Se incubd a temperatura ambiente por 24 hs.
Posteriormente se agregd el segundo anticuerpo (lgG policlonal de oveja anti-IgG de
conejo, diluido 1:50 en PBS) y se incubd a 4°C por 24 hs. Finalmente se separoé la
hormona libre de la unida al anticuerpo especifico por centrifugacién a 2.000 rpm
durante 30 min a 4°C (Beckman Instruments). Se aspiré el sobrenadante y se
cuantifico la radioactividad del precipitado (que contiene al complejo hormona-
anticuerpo) en contador gamma. La unién maxima se obtuvo sin la colocacion de la
hormona fria y la unién minima (inespecifico), sin el primer anticuerpo. Los
resultados se expresan como ng de hormona por ml de suero. Los coeficientes de
variacion intra e interensayo fueron de 7,2% y 12,8% respectivamente.

e RIA de GH:

Se siguié un protocolo similar al de PRL con las siguientes modificaciones:
Estandar de referencia: AFP3190B. Primer anticuerpo: IgG policlonal de conejo anti-
GH de rata AFP5672099, dilucion final 1:1.500.000. Hormona marcada: GH de rata
(AFP5676B). Coeficientes de variacion intra e interensayo: 8,3% y 13,1%
respectivamente.

e RIA de IGF-1:

Se siguié un protocolo similar al de PRL con las siguientes modificaciones:
Previamente al ensayo se extrajeron las muestras por el método acido-etandlico y se
crioprecipitaron para eliminar a las proteinas transportadoras de IGF-1 en sangre
(IGFBPs) (Lacau-Mengido et al. 2000). Todas las diluciones se realizaron en buffer
RIA-IGF (H20.NaH,PO4 4,14 mg/ml, EDTA 3,72 mg/ml, sulfato de protamina 0,2
mg/mi, Tween-20 0,05%) pH 7,5. Estandar de referencia: hiIGF-1-BACHEM-H5555.
Primer anticuerpo: IgG policlonal de conejo anti IGF-1 humana AFP4892838, dilucidén
final 1:150.000. Hormona marcada: IGF-1 humana recombinante, 10.000 cpm/tubo.
Coeficientes de variacion intra e interensayo: 8,2% y 14,1% respectivamente.

e RIA de LEP:

Se siguié un protocolo similar al de PRL con las siguientes modificaciones:
Todas las diluciones se realizaron en buffer RIA-LEP (PBS 0,05 M, BSA 1%, EDTA
0,73%, Tween-20 0,01%) pH 7,5. Estandar de referencia: hLEP-398-LP. Primer
anticuerpo: IgG policlonal de conejo anti LEP humana AFP6621299, dilucion final
1:200.000. Hormona marcada: LEP humana recombinante. Coeficientes de variaciéon

intra e interensayo: 8,3% y 10,2% respectivamente.
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9 - Radioinmunoensayo de AMPc

Se diluyeron convenientemente las muestras provenientes del lisado de células
en cultivo y se prepar6 la curva de concentraciones del estandar de referencia en
100 ul de NaAc 50 mM pH 6,2. Se acetilaron las muestras y la curva de referencia
con el agregado de 10 pl de una solucion de anhidrido acético-trietilamina
(proporcién 1:2) ya que el anticuerpo reconoce el AMPc acetilado. Se agregé 100 pl
de AMPc iodinado diluido en NaAc 50 mM (de manera de obtener aproximadamente
30.000 cpm/tubo) y 100 ul del anticuerpo (IgG anti-AMPc, dilucién final 1:63.000 en
NaAc 50 mM). Se incubd el ensayo a 4°C por 24 hs. Posteriormente se agregaron
50 ul de BSA 2% en NaAc 50 mM y 2 ml de EtOH 100% frio. Se agité con vortex y
se incubd por 10 min. Finalmente se separ6é el AMPc libre del unido al anticuerpo
especifico por centrifugacién a 3.000 rpm durante 10 min a 4°C, se elimié el
sobrenadante y se cuantificd la radioactividad del precipitado (que contiene al
complejo AMPc-anticuerpo) en contador gamma. La unién maxima se obtuvo sin la
colocaciéon del AMPc frio y la union minima (inespecifico), sin la colocacién del

anticuerpo.

10 - Corrida electroforética de proteinas

Las adenohipdfisis obtenidas luego del tratamiento in vivo se recogieron en
buffer Tris-EDTA con inhibidores de proteasas (Tris-base 60 mM, EDTA 1 mM,
TAME 25 uM, TLCK 25 uM, TPCK 25 uM, ZPCK 25 uM, PMSF 500 uM) pH 7,4. Se
homogeneiz6 el tejido en hielo y se centrifugd en frio 5 min a 3.000 rpm. Se guardd
el sobrenadante y se lo diluyé a la concentracion adecuada para la siembra en buffer
de muestra (ya descripto en Cultivo primario de células). Las células provenientes
del tratamiento in vivo o in vitro y resuspendidas en buffer de muestra se sonicaron
10 seg para completar su homogeneizacion, se desnaturalizaron a 95°C por 5 min y
se centrifugaron a 1.000 rpm por 1 min.

Posteriormente se sembrd 20 ul de muestra (50 pug de proteina, cuantificada
por el método de Lowry) y los marcadores de peso molecular en un gel de
poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al 12% Se corrié electroforéticamente
en buffer de corrida (glicina 1,4%, Tris-base 0,3%, SDS 0,1%) pH 8,3 a amperaje

46



constante (56 mA) y a un voltaje maximo de 170 V hasta que el frente llegé a la parte
inferior del gel. Posteriormente se electrotransfirié a una membrana de nitrocelulosa
en buffer de transferencia (glicina 1,4%, Tris-base 0,3%, metanol 20%) pH 8,3 a
voltaje constante (100 V) y a un amperaje maximo de 300 mA, durante 1 hr, en hielo.
La membrana se lavé abundantemente en buffer PBS-T (buffer PBS con el agregado
de Tween-20 0,05%) pH 7,5 y se constatd la presencia de proteinas por medio de la

tinciéon con rojo Ponceau.

11 - Western-blots

e De ERK1/2:

Las membranas obtenidas de la corrida electroforética se incubaron
sucesivamente durante 1 hr en agitacion con: 1) leche en polvo descremada 5% en
PBS-T para bloquear los sitios inespecificos, 2) el primer anticuerpo (monoclonal en
ratén anti-ERK1/2 fosforilada en Thr202/Thr204 o anticuerpo policlonal en conejo
anti-ERK1 total) diluido en PBS-T-BSA (PBS-T con el agregado de BSA 1%) y 3) el
segundo anticuerpo biotinilado (anti-IgG policlonal de ratén o anti-IgG policlonal de
conejo) conjugado con peroxidasa de rabanito y diluido en PBS-T-BSA. Luego de
cada incubacién se lavéd 3 veces con 10 min de PBS-T. Finalmente se revel6 con un
kit comercial de quimioluminiscencia (Western Biotting Luminol Reagent) utilizando
placas de revelado AGFA.

Las intensidades de banda se cuantificaron por medio de un escaner AGFA y
del programa ImageQuant (corrigiendo la densidad de banda de acuerdo a la sefal
de fondo) y se determind el cociente entre las intensidades de banda de las ERK
fosforiladas sobre las totales (calculadas a partir de la misma membrana). El control
negativo se realizé por medio de una incubaciéon sin primer anticuerpo. Los pesos
moleculares se calcularon a partir de la corrida de estandares pretenidos y

biotinilados.

e DeAT1yAT2:

El procedimiento fue similar al de ERK1/2 con las siguientes modificaciones: 1)
el primer anticuerpo fue anti-AT1 (policlonal en conejo) o anti-AT2 (policlonal en
cabra), 2) el segundo anticuerpo fue un anti-IgG policlonal de conejo o un anti-IgG

policlonal de cabra . Los resultados se expresan como % relativo al grupo control. El
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control negativo se realizé6 por medio de una incubacion sin primer anticuerpo. Los
pesos moleculares se calcularon a partir de la corrida de estandares pretefiidos y
biotinilados.

e DePCNAYPTTG:

El procedimiento fue similar al de ERK1/2 con las siguientes modificaciones: 1)
el primer anticuerpo fue anti-PCNA (policlonal en conejo) o anti-PTTG (policlonal en
cabra). 2) el segundo anticuerpo fue un anti-IgG policlonal de conejo o un anti-IgG
policlonal de cabra. Los resultados se expresan como % relativo al grupo control. El
control negativo se realizd por medio de una incubacién sin primer anticuerpo. Los
pesos moleculares se calcularon a partir de la corrida de estandares pretenidos y

biotinilados.

12 - Extraccion de RNA

Para realizar esta técnica se tomaron todos los recaudos necesarios para
lograr en lo posible condiciones libres de RNAsa. Luego de extraer en hielo la
adenohipdfisis del animal, se colocd la mitad de esta glandula en 500 pl de trizol (o
en RNA later si no se procesaba en el momento), se homogeneizd el tejido, se
sonicd 10 seg y se incubd 5 min a 30°C. Luego se agregaron 80 ul de cloroformo, se
incubd 2 min a 30°C y se centrifugd 15 min a 12.000 g para precipitar las proteinas.
Se obtuvo el sobrenadante y se le agregé 200 ul de isopropanol, se incubé 10 min a
30°C y se centrifugd 10 min a 12.000 g para precipitar al RNA. Se eliminé el
sobrenadante y se colocaron 400 ul de etanol 70% para lavar el precipitado. Se
centrifugé nuevamente 5 min a 7.500 g, se elimin6é el sobrenadante y se seco el
precipitado al aire durante 15 min. Finalmente se lo resuspendié en 20 ul (controles)
o en 40 ul (tumores) de agua con dietilpirocarbonato (DEPC), se chequed su
integridad corriendo una muestra en un gel de agarosa con formaldehido, se
cuantificéd por espectrofotometria al ultravioleta (Beckman Coulter) y se lo guardé a -

70°C para su posterior utilizacion en la RT-PCR.

13 - Retrotranscripcion y reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR)
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La primera etapa de esta técnica es la retrotranscripcion (RT) del RNA a DNA
copia (cDNA) por medio de la retrotranscriptasa reversa M-MLV-RT. Para esto se
incubaron 2 ug de cada muestra de RNA con la solucidén de reacciéon (M-MLV-RT
200 unid/muestra, primers al azar 1 ug/muestra, dNTPs 1 mM, RNAsin 5
unid/muestra, buffer de enzima 5 ul/muestra, en un volumen final de 25 pl) por 60
min a 37°C. Finalmente se incubé 10 min a 75°C para finalizar la reaccién. Los
controles negativos (para descartar posible contaminaciéon con DNA gendmico o
foraneo) consistieron en no colocar la enzima o no colocar el RNA muestra en los
tubos de reaccién.

La segunda etapa de la técnica es la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR). Para esto se incubaron las muestras de cDNA en una solucion de reaccion
especifica para cada caso en un termociclador Eppendorf segin un programa de
ciclado, también especifico. Las condiciones para cada gen fueron las siguientes:

e PCR para AT1:

Se utilizaron 100 ng de cDNA/muestra incubados con la solucion de reaccion
(Taq polimerasa 1,5 unid/muestra, cebador directo (CAAGGCTGGCAGGCACAA)
0,5 uM, cebador inverso (GAGGCGAGACTTCATTGGGT) 0,5 uM, dNTPs 0,2 mM,
MgCl. 1 mM, buffer de enzima 5 pl/muestra, en un volumen final de 50 pl). El
programa de ciclado fue el siguiente: un inicio en caliente de 3 min a 93°C y 35
ciclos con 1 min a 93°C (separacién de cadenas), 1 min a 60°C (unién de los
cebadores) y 40 seg a 72°C (elongacion enzimatica). Finalmente, 5 min a 72°C para
completar las elongaciones.

e PCR para AT2:

Se utilizd 1 ug de cDNA/muestra incubados con la solucién de reaccioén (Taq
polimerasa 2,5 unid/muestra, cebador directo (GCTGTTGTGTTGGCATTCAT) 0,5
uM, cebador inverso (TCCAAACCATTGCTAGGCT) 0,5 aM, dNTPs 0,2 mM, MgCl>
1 mM, buffer de enzima 5 ul/muestra) en un volumen final de 50 ul. El programa de
ciclado fue el siguiente: un inicio en caliente de 3 min a 93°C y 40 ciclos con 1 min a
93°C, 1 min a 55°C y 40 seg a 72°C. Finalmente, 5 min a 72°C.

e PCR para 28S:

Se utilizaron 50 ng de cDNA/muestra incubados con la solucién de reaccion
(Taq polimerasa 1,5 unid/muestra, cebador directo (GCCTAGCAGCCGACTTAGAA)
0,5 uM, cebador inverso (TTCACCGTGCCAGACTAGAG) 0,5 uM, dNTPs 0,2 mM,
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MgCl, 2 mM, buffer de enzima 5 pl/muestra) en un volumen final de 50 nl. El
programa de ciclado fue el siguiente: un comienzo en caliente de 3 min a 93°C y 30
ciclos con 1 min a 93°C, 1 min a 52°C y 40 seg a 72°C. Finalmente, 5 min a 72°C.

En todos los casos se realizaron blancos de PCR sin cDNA y sin enzima.
Luego de la ampilificacién, las muestras se guardaron a -20°C hasta su posterior

corrida electroforética.

14 - Corrida electroforética del cDNA amplificado

Se agrego (a 10 pl del producto de la PCR) 1 ul de buffer de muestra (azul de
bromofenol 25%, glicerol 30%) y se sembro en un gel de agarosa 1,8% con 10 ug/ml
de bromuro de etidio bafnado en buffer TBE (Tris base 0,54%, acido bérico 0,27%,
EDTA 1 mM). La corrida se realizé a voltaje constante (80 V) y a un amperaje de 400
mA por 45 min. Posteriormente se observé el gel bajo luz ultravioleta en un
transiluminador UVP (Ultraviolet Products) asociado al programa VisionWorks.
Finalmente se cuantificaron las intensidades de banda por medio del programa
Scionlmage (corrigiendo la densidad de banda de acuerdo a la sefal de fondo) y se
determind el cociente entre las intensidades las bandas de AT1 o AT2 sobre las del
RNAr 28S correspondiente. Los pesos moleculares se calcularon a partir de la

corrida de estandares.

15 - Inmunohistoquimica (IHQ) de PRL

Las adenohipdfisis extraidas al finalizar los tratamientos fueron colocadas en
formol 10% en PBS por 2 hs y luego deshidratadas paulatinamente a través del
pasaje sucesivo por alcohol 96% (4 hs), alcohol 100% (4 hs) y xileno (3 hs).
Posteriormente se incluyeron en parafina liquida por medio de un bafio de 3 hs y se
dejaron solidificar a temperatura ambiente. Se realizaron los cortes de parafina con
micrétomo y se montaron en portaobjetos. Posteriormente se rehidrataron los cortes,
se incubaron 15 min con H202 3% en PBS para inhibir a la peroxidasa endégena y
30 min con BSA 2% en PBS para bloquear los sitios inespecificos. Luego se dejaron
toda la noche a 4°C con el anticuerpo anti-rPRL especifico realizado en conejo
(dilucion final 1:1000 en PBS). Al dia siguiente se incubaron con el segundo

anticuerpo biotinilado (anti IgG de conejo) a temperatura ambiente durante 1 hr, con
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el complejo de avidina-biotina 1:50 en PBS (que contiene a la peroxidasa) durante
30 min y finalmente se cubrieron con una solucién de diaminobencidina 0,05% en
PBS con 0,01% de H20, (sustratos de la peroxidasa). Cuando se completd la
reaccion colorimétrica se la detuvo por inmersién PBS, se contratind con

hematoxilina y se monté con Permount.

16 - Andlisis estadisticos

Los resultados fueron expresados como la media +/- el error estandar (ES). Se
trabajé con un nivel de significancia del 5%. En todos los ANOVAs, si la interaccion
resultd ser significativa se realizaron contrastes de Tukey (a posteriori) de efecto
simple. Si la interaccion resultdé no significativa se realizaron contrastes de Tukey de
efecto principal.

Cap 1: El analisis de las figuras 1.1, 1.2, 1.4, 1.5y 1.6 se realizd por medio de
un analisis de varianza (ANOVA) de 1 factor: el grupo experimental (control o tumor).
Las figuras 1.10, 1.11, 1.12 y 1.13 se evaluaron a través de un ANOVA de 2
factores: grupo experimental (control o tumor) y tratamiento in vivo (vehiculo o P4).
Los graficos 1.8.B y 1.8.C se analizaron en conjunto por medio de un ANOVA de 2
factores: grupo experimental (control o tumor) y tratamiento in vitro (buffer, DUP753,
PD123319, All, All+DUP753 y All+PD123319). La figura 1.9 se analizé en conjunto
con la 1.16 a través de un ANOVA de 3 factores: grupo experimental (control o
tumor), tratamiento in vivo (vehiculo o P4) y tratamiento in vitro (buffer, DUP753,
PD123319, All, All+DUP753 y All+PD123319). En muchos graficos, se omitid por
comodidad la representacion grafica de los controles DUP753 y PD123319. El
analisis de la movilizacién intracelular de calcio se realizé6 por medio de un test t
apareado entre los picos maximos y/o entre las areas bajo la curva de un promedio
de por lo menos 6 corridas. El grafico 1.8.A se analizd a través de un ANOVA de
medidas repetidas, en donde los factores fueron el grupo experimental (control o
tumor) y el tiempo (minutos).

Cap 2: El analisis de la curva temporal y de la curva dosis-respuesta de la
fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a All se realizé por medio de un ANOVA de
medidas repetidas de 1 factor (tiempo o dosis, respectivamente). Los resultados de
la activacion de ERK1/2 frente al pretratamiento con los distintos inhibidores
especificos se analizaron por medio de ANOVAs de 2 factores: preestimulo (buffer,
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DUP753, PD123319, PTX, U73122, PMA 24 hs, queleritrina, BAPTA-AM, TMBS,
EGTA 7 min, EGTA 20 min, herbimicina-A, PP1, AG1478, PD98059) y estimulo
(buffer, All, PMA 10 min, EGF). El analisis de la movilizacidn intracelular de calcio se
realizé por medio de un test t entre los picos maximos (fase de espiga) o entre las
areas bajo la curva (fase de meseta) de un promedio de al menos 6 corridas.

Cap 3: La evolucién de los pesos corporales, los niveles hormonales de PRL y
GH y el promedio de estros a lo largo del experimento (hasta la sexta semana) se
analizaron por medio de un ANOVA de medidas repetidas de 2 factores: grupo
experimental (control, tumor, DHEA o tumor+DHEA) y tiempo (semanas). El peso
hipofisario, el peso adrenal y los niveles hormonales al finalizar el tratamiento
(séptima semana) se evaluaron a través de un ANOVA de 2 factores: el grupo
experimental (control o tumor) y el tratamiento (vehiculo o DHEA).

Cap 4. La figura 4.1 se analiz6 por medio de un ANOVA de 1 factor:
tratamiento (buffer, DHEA, OH-DHEA o ADIOL). Al resto de las liberaciones
hormonales in vitro y a la produccion de AMPc se les realiz6 un ANOVA de 2
factores: pretratamiento (buffer, DHEA, OH-DHEA o ADIOL) y estimulo (buffer, All,.
DA, GHRH o STT). El andlisis de la movilizacion intracelular de calcio se realizé por
medio de un test t entre los picos maximos o entre las areas bajo la curva de un

promedio de al menos 6 corridas.
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PARTE I: ANGIOTENSINA Ii
INTRODUCCION

1 - Sistema renina-angiotensina (SRA)

El SRA se denomina de este modo en base a la enzima limitante: la renina, y al
péptido funcionalmente mas activo: la angiotensina 1l (All). EI SRA clasico es el
sistémico, considerado un mecanismo hormonal y enzimatico clave en la regulacion
de la homeostasis cardiovascular. En el SRA sistémico, el angiotensindégeno (AO)
hepatico es clivado en sangre periférica por la renina, enzima secretada por las
células yuxtaglomerulares del rifidn, dando lugar al decapéptido angiotensina | (Al,
fig 1.1). Este es clivado a su vez por la enzima convertidora de angiotensina (ACE),
originando el octapéptido All. La All (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) es el producto
mas activo del sistema aunque su vida media en sangre es corta. Otras peptidasas
pueden catabolizar a All produciendo fragmentos mas cortos de menor actividad,
como el heptapéptido angiotensina Il (Alll), el hexapéptido angiotensina IV (AlV) y
otros fragmentos menores.

Se han identificado en diversas especies, inicialmente sobre la base de
diferencias farmacologicas, dos subtipos principales de receptores de All: el AT1 y el
AT2, ambos con siete dominios transmembrana, acoplados a una proteina G
(GPCRs) y con poca homologia entre si (un 34%). Existen dos variantes del receptor
AT1: el AT1a y el AT1b (lwai & Inagami 1992), asi como receptores de All
denominados atipicos, debido a que no son bloqueados por los antagonistas de AT1
y AT2. Dentro de éstos se han descripto a AT3 y a AT4 (Swanson et al. 1992),
(Harding et al. 1994), sin embargo, la farmacologia de estos receptores no ha sido
aun completamente caracterizada. El AT4 une tanto AIV como All, aunque ésta
ultima con menor afinidad. Este receptor es expresado en cerebro (Roberts et al.
1995), en fibroblastos cardiacos (Neuss et al. 1994) y en utero humano (Ahmed et al.
1995). Ademas All podria actuar también a través de receptores intracelulares
(Eggena et al. 1993).

La funcién principal y mas estudiada de All en el SRA sistémico esta
relacionada con la regulacion de la presion arterial y la homeostasis hidrosalina. All
produce vasoconstriccion arterial (en parte por la induccion de endotelina-1 en
endotelio vascular (Imai et al. 1992)), aumento de la volemia por secrecién de
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hormona antidiurética hipofisaria y aumento de la concentracion salina en sangre por
medio de la liberaciéon de aldosterona adrenal. Estos efectos, junto con una accién
directa a nivel central que entre otras cosas produce sensacion de sed, conducen a
una elevacioén de la presion sanguinea y estan mediadas por receptores AT1.

Aunque la All sistémica no puede penetrar la barrera hematoencefalica, es
capaz de actuar sobre receptores cerebrales ubicados fuera de esta barrera.
Ademas, existe un SRA intracerebral con produccion local de All que también estaria
aportando a la regulacién de la presion arterial local y sistémica (Culman et al. 1995),
(Bickerton & Buckley 1961). Por otro lado se postula que All, a través de su receptor
AT2, tendria una accidon opuesta sobre esta variable, de tipo hipotensora,
compensando y regulando de esta manera parte de las acciones mediadas por el
AT1 (Munzenmaier & Greene 1996).

2 - Sistema renina-angiotensina hipofisario. Efecto de los estrégenos.

Hace aproximadamente 20 afos se descubridé que, ademas del SRA sistémico,
existian numerosos SRA locales (Danser AH. 1996), (Campbell 1987).
Paulatinamente se fue encontrando los diferentes componentes del sistema en una
gran variedad de 6rganos y tejidos. Actualmente se sabe que existen SRA locales en
cerebro (Saavedra 1992), corazén (Dzau 1988), hipdfisis (Saavedra 1992), rifdn
(Deschepper et al. 1986), adrenales (Deschepper et al. 1986), ovario (Bumpus et al.
1988), testiculo (Millan & Aguilera 1988), placenta (Poisner & Downing 1995) y en la
propia pared arterial (Inagami et al. 1988).

Si bien en algunos casos estos sistemas podrian estar contribuyendo, directa o
indirectamente, a los efectos cardiovasculares del SRA periférico (MacFadyen 1993),
(Dzau & Hirsch 1990), en muchos otros casos poseen una funcion tisular especifica
relacionada con regulaciones locales relativamente independientes del SRA
sistémico (Ganong 1995), (Chen et al. 1982), (Saavedra 1992). En los ultimos anos
numerosos grupos han incursionado y profundizado en el estudio de estos sistemas
locales, lo que ha llevado a la descripcidon de nuevos efectos de All de tipo
endaocrino, paracrino, autécrino e incluso intracrino, en compartimentos intracelulares
de células que poseen un SRA propio y completo (Lippoldt et al. 1995), (De Melio
1994).
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Todos los componentes del SRA se encuentran en la glandula hipofisaria. El
angiotensindgeno proviene del aporte sistémico pero ademas es producido
localmente por las células foliculo-estrelladas adenohipofisarias (Deschepper &
Ganong 1991). Tanto la renina (Deschepper et al. 1986) como la ACE (Platia et al.
1985) y la All (Deschepper et al. 1985), (Steele et al. 1982) fueron identificadas por
inmunohistoquimica en los gonadotropos. Por otro lado, se confirmé la sintesis local
de AO y renina por hibridizacion in situ, por cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) y por cultivos celulares in vitro. Se determind asimismo que la All colocaliza
con LH en los granulos de secrecion del gonadotropo.

Por lo tanto, se considera a este tipo celular como el responsable de la sintesis
y secrecion local de All en hipdfisis. EI esquema que se propone es el siguiente: el
AO sistémico o local seria endocitado por el gonadotropo para ser internamente
convertido a All, la cual seria finalmente secretada al medio extracelular (fig 1.2). Al
hallarse presente la ACE también en sangre, es posible que parte de la Al sea
liberada por el gonadotropo al medio extracelular y alli se produzca también su
conversion a All.

Los estrogenos pueden modular numerosos aspectos del SRA, tanto del
periférico como del hipofisario. E! tratamiento estrogénico ejerce una accién
protectora en ratas transgénicamente hipertensas disminuyendo Ia presion arterial, lo
que estaria mediado por una reduccion en plasma de los niveles de All y de la
actividad de la ACE (Brosnihan et al. 1997). Sin embargo, por otro lado los
estrogenos incrementan los niveles sanguineos (Stavreus-Evers et al. 2001) e
hipotalamicos (Greenland & Semia 2004) de AO y aiteran la expresion de los
receptores de All en general. En la adenohipdfisis, incrementan el RNAm de AO
(Healy et al. 1992), disminuyen la secrecion de PRL en respuesta a All (Diaz-Torga
et al. 1998) y reducen la expresion de AT1 (Seltzer et al. 1992).

3 - Acciones proliferativas y angiogénicas de la angiotensina il (All)

Ademas de los efectos de All a nivel sistémico sobre la regulaciéon
cardiovascular, este péptido es sumamente interesante debido a sus acciones a
nivel local sobre el crecimiento tisular, la angiogénesis, la secrecion hormonal y la
facilitacion sinaptica. La accion proliferativa y/o hipertrofica de All ha sido
demostrada en cardiomiocitos (Sadoshima et al. 1993), fibroblastos cardiacos
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(Sadoshima & lzumo 1993), células de musculo liso vascular (VSMC) (Weber et al.
1994), células adrenocorticales (Matsusaka & Ichikawa 1997) e incluso en células
hipofisarias (Kunert-Radek & Pawlikowski 1992b). La capacidad de All de estimular
el crecimiento tisular la involucra en procesos neuroplasticos (Lebrun et al. 1995b),
en el remodelado ventricular luego de un infarto de miocardio (Nio et al. 1995), y en
la reparacion vascular (Viswanathan ef al. 1992) y dérmica (Viswanathan &
Saavedra 1992) luego de heridas experimentales. Por otro lado, este tipo de
acciones proliferativas e hipertréficas de All la hacen participar también de
patologias como la hipertrofia ventricular izquierda, la hipertrofia vascular, la
arteriotrombosis y la nefroesclerosis (Kaschina & Unger 2003).

All estimula en diversos tejidos la activacion tirosin-kinasas del tipo receptor
(RTKs como el EGFR, el IGFR o el PDGF) y del tipo no receptor (como la cSrc,
JAK2, FAK, PyK2 y PI3K) (Touyz & Berry 2002). En VSMC, All induce la via
JAK/ISTAT (Marrero et al. 1995). Las vias asociadas a tirosin-kinasas conducen, en
muchos casos, a la activacion de protein kinasas asociadas a mitégenos
extracelulares (MAPKs). Existen seis subfamilias de MAPKs en mamiferos: ERK1/2,
ERKS, ERKS, ERKSB, JNK/SAPK y p38 (Touyz & Berry 2002). All estimula MAPKs
del tipo ERK1/2 (kinasas 1 y 2 reguladas por senales extracelulares) via su receptor
AT1 en numerosos tipos celulares incluyendo neuronas (Huang et al. 1996),
fibroblastos cardiacos (Murasawa et al. 1998b), VSMC (Eguchi et al. 1996), células
renales (Terada et al. 1995), células de glomerulosa adrenal bovina (BAG) (Tian et
al. 1998) y células de ovario de hamster chino (CHO) transfectadas con el receptor
AT1 humano (Arai & Escobedo 1996). Esto resulta interesante ya que las ERK1/2
estan muy asociadas con la proliferacion celular a través de la activacion de factores
de transcripcion y la expresion de protooncogenes.

Inyecciones intracerebroventriculares de All inducen la expresion de c-jun, c-
fos y krox-24 en numerosas estructuras cerebrales (Lebrun et al. 1995b), (Lebrun et
al. 1995a). All también aumenta la expresion de c-fos en cultivos celulares derivados
de la astroglia (Raizada et al. 1993) y en VSMC (Naftilan et al. 1989). c-fos,
heterodimerizado con c-jun, constituye uno de los principales factores de
transcripcion: el AP1. Aunque en la mayoria de los casos los genes blanco de estos
factores de transcripcion no son aun conocidos se postula que, en el caso de los
fibroblastos cardiacos, el gen blanco de c-fos es probablemente el factor de
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crecimiento transformante tipo B (TGF-B), factor que contribuiria al remodelado de la

matriz extracelular del miocardio durante la hipertrofia de este tejido (Sharma et al.
1994).

En los ultimos anos se ha observado que inhibidores de la ACE y antagonistas
del receptor AT1 tenian efectos sobre la estructura y funcion vascular (Stoll et al.
1995a). All tiene diferentes acciones modulatorias sobre el crecimiento celular
dependiendo del nivel de expresion de sus receptores. La accion proliferativa de All
sobre las células endoteliales sanguineas seria la base de su efecto angiogénico y
esta asociado a la expresiéon de genes tempranos y factores de crecimiento. Este
efecto mediado por AT1 seria parcialmente compensado y regulado por las acciones
antiproliferativas de All a través de AT2 (Csikos et al. 1997).

4 - Efectos de la Angiotensina Il en la hipéfisis

Como vimos anteriormente, el factor mas importante en la regulacién de PRL
es la DA hipotalamica, que ejerce un control ténico inhibitorio. Por otro lado existe
también una regulaciéon ejercida por factores de tipo estimulatorio, como los
estrégenos sistémicos y los PRFs hipotalémicos e hipofisarios. Entre estos Ultimos,
consideramos a la All como un factor importante en el control enddcrino y paracrino
del lactotropo.

El GnRH hipotalamico induce en el gonadotropo la liberacién de All, la cual
estimula paracrinamente la secrecidon de PRL en el lactotropo principalmente a
través de receptores AT1 (Becu-Villalobos et al. 1994). La interaccion funcional entre
el gonadotropo y el lactotropo se ve favorecida por una asociacién estructural intima
entre ambas células dada a través de uniones estrechas especializadas en la zona
lateral de la adenohipdfisis (Horvath et al. 1977). Por otro lado, la All producida
localmente en el hipotalamo y liberada a la eminencia media puede llegar a los
lactotropos a través de sangre portal. Asimismo, All estimula la liberacion
hipotalamica de DA (Ganong 1989).

El efecto prolactino-liberador de All ha sido demostrado tanto in vivo como in
vitro (Diaz-Torga et al. 1994), (Dufy-Barbe et al. 1982), (Schramme & Denef 1983).
La regulacion de la secrecion de PRL por All en mamiferos podria no sélo estar

relacionada con funciones reproductivas, sino que también formaria parte de la
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regulacion hidrosalina ejercida por el SRA sistémico. Recordemos que, en la
evolucion filogenética, la funcién de PRL comenz6 siendo de tipo osmorreguladora,

como aun continua siéndolo en el caso de los peces (Miguel Mancera et al. 2002).

Sin embargo, ademas del efecto prolactino-liberador de All, son interesantes
sus acciones descriptas sobre la proliferacion celular y la angiogénesis. Se ha
reportado que All, en células de tumores hipofisarios de rata cultivadas in vitro,
induce proliferacion cuantificada por incorporacion de timidina tritiada (Kunert-Radek
& Pawlikowski 1992a). Por otro lado, All también puede modular los cambios
vasculares inducidos en la hipdfisis por el tratamiento estrogénico (Pawlikowski et al.
1996). El aumento del area, didmetro y perimetro vascular inducido por este
tratamiento puede ser revertido por el losartan, bloqueante especifico de AT1
mientras que el PD123319, bloqueante especifico de AT2, es menos efectivo. Esto
sugiere que All, principalmente via su receptor AT1, esta involucrada en los efectos
estrogénicos de tipo vascular sobre la hipéfisis.

La adenohipdfisis de rata expresa predominantemente la isoforma AT1b del
subtipo AT1 (Kakar et al. 1992), (Lenkei et al. 1999) junto a una muy baja expresion
de la isoforma AT1a y del subtipo AT2 (Shelat ef al. 1999), (Suarez et al. 2004). Los
receptores AT1b se encuentran principalmente en los lactotropos y, en menor
medida, en los corticotropos y en los tirotropos (Moreau et al. 1997). El nivel de
expresion de los receptores de All en hipdfisis varia bajo diferentes condiciones
fisiologicas (Seltzer et al. 1992). En particular nosotros describimos en trabajos
previos que la estimulacion con All induce una marcada desensibilizacién de sus
receptores hipofisarios tomando como punto final la generacion de inositoles fosfato,
la movilizacion intracelular de calcio y la secrecion de PRL (Gonzalez-Iglesias et al.
2001). Este mecanismo participaria de la modulacién de los receptores a lo largo del

ciclo estral y en algunas patologias, como el tumor hipofisario.

Como ya comentamos previamente, el proceso tumorigénico en hipdfisis es un
proceso de pasos multiples que involucra la desregulacion de la proliferacion, la
diferenciacion y la secrecion hormonal, asi como la angiogénesis tisular. Por lo tanto,
y tomando en cuenta los efectos proliferativos, angiogénicos y prolactino-liberadores
de All, consideramos interesante el estudio de este péptido en el contexto de

nuestro modelo experimental de prolactinoma. Para ello, en la primera parte de esta
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tesis comenzamos evaluando las diferencias en la respuesta a All entre la hipdfisis
normal y la tumoral (hiperplasica) en cuanto a la participacion diferencial de los
receptores de All, la movilizacién intracelular de calcio, la activacion de ERK1/2 y la
secrecion de PRL. Posteriormente abordamos en mayor profundidad el estudio de la
via de transduccion de sefales evocada por All y conducente a la activacion de
ERK1/2 en la hipdfisis normal, que no habia sido descripta hasta el momento en la
literatura. Finalmente, analizamos en nuestro modelo tumoral la posible capacidad
terapéutica de la progesterona y su interrelacion con los efectos de All.

ANGIOTENSINOGENO (1-14)
Asp'-Arg2-Val-Tyr*-Ile’-His¢-Pro’-Phes-His?-Leu!%-Leu!!-Val'2-Tyr!3-Ser!4

Kallikreina, Catepsina G Renina

ANGIOTENSINA I (1-10)
Aspl-Arg?-VaP-Tyr'-11e’>-Hisb-Pro’-Phe3-His?-Leu!°

ACE, Quimasa X

ANGIOTENSINA 11 (1-8)
Aspl-Arg2-VaP-TyrIleS-His¢-Pro’-Phe$

Peptidasa

ANGIOTENSINA TII (2-8)

AKESZ al3-Tyr-Ile5-His-Pro’-Phe®
Peptidasa l

ANGIOTENSINA 1V (3-8)
Val3-Tyr*-Ile5-HisS-Pro’-Phe®

Figura I.1: Esquema de los componentes del sistema renina-angiotensina.

El angiotensinégeno, por clivaje inducido por la renina, da origen a la angiotensina |. Esta,
por accién de la enzima convertidora de angiotensina (ACE), produce la angiotensina I,
péptido activo del sistema, la cual finaimente es clivada por peptidasas originando
fragmentos mas pequerfios como la angiotensina lll y la angiotensina IV.
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Figura |.2: Mecanismo de produccién local de All en la adenohipéfisis

El angiotensinégeno (AO) secretado por las células foliculo-estrelladas o proveniente de
sangre sistémica es endocitado por el gonadotropo para ser internamente convertido a Al
por accion de la renina (Re) y posteriormente a All a través de la enzima convertidora de
angiotensina (ACE). La All seria finalmente secretada al medio extracelular. Adaptado de
Ganong et all (1995), Neurosci Biobehav Rev 19: 241-250.
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Efecto de un tratamiento con progesterona




CAPITULO 1:
Alteraciones de la respuesta a angiotensina ll en la hip6fisis hiperplasica.
Efecto de un tratamiento con progesterona

Como ya se coment6 anteriomente, la All es un regulador fundamental de la
presion sanguinea y la homeostasis hidrosalina, aunque esta también involucrada en
otras funciones bioldgicas importantes como el crecimiento tisular, la angiogénesis,
la secrecion hormonal y la activacién neuronal. Todos los componentes del SRA se
encuentran presentes en la hipdfisis. En esta glandula, la All es sintetizada
localmente en el gonadotropo y estimula paracrinamente en el lactotropo la
secrecion de PRL (Diaz-Torga et al. 1994).

En nuestro modelo experimental, la administracion crénica de estrégenos
induce una hiperplasia e hipertrofia de lactotropos, asociada a wuna
hiperprolactinemia. A su vez, como mencionamos previamente, los estrégenos
ejercen efectos sobre el SRA, como el de elevar la concentracion local de All y
regular la expresion de sus receptores. Hemos observado en trabajos previos de
nuestro laboratorio que, en este modelo de hiperplasia hipofisaria, la respuesta a All
in vitro se ve profundamente alterada (Suarez et al. 2002). Especificamente,
describimos una alteracion en el patrén de movilizacién interna del calcio y en la
secrecion de PRL (Diaz-Torga et al. 1998).

Por lo tanto decidimos estudiar con mas detalle las alteraciones de la respuesta
a All en nuestro modelo de hiperplasia hipofisaria. Nos interesaba en particular
evaluar la posible participacién del receptor AT2 en esta respuesta, ya que no
existian hasta el momento datos bibliograficos acerca de la expresidén, funcion o
regulaciéon de este subtipo de receptor de All en la hipdfisis. A modo introductorio y
complementario caracterizamos algunas de las manifestaciones generales que se
producen de este tipo de tumor, como ser la alteracion del peso corporal, el peso
hipofisario, los niveles de PRL sérica e hipofisaria y la expresién de las proteinas

pcna y pttg en eta glandula.

Existen dos subtipos principales de receptores de All: el AT1 y el AT2. Las
mayoria de las funciones biolégicas de All descriptas en la literatura son mediadas

por el receptor AT1. Este subtipo se encuentra expresado en numerosos tejidos,
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como cerebro, corazon, hipotalamo, hipdfisis, pulmén, higado, intestino, rifidn,
adrenal, miometio, ovario y vasos sanguineos (Timmermans ef al. 1993), (Clauser et
al. 1996). La adenohipdfisis de rata expresa predominantemente la isoforma AT1b
en el lactotropo.

Por otro lado, el receptor AT2 (Koike et al. 1995) ha sido hasta el momento
mucho menos estudiado que el AT1. Especificamente, su funcién y regulacion
estrogénica en la hipdfisis no han sido descriptas. Sin embargo el estudio de este
receptor es interesante debido a que en diferentes tejidos actia como modulador de
programas biolégicos complejos involucrados en el desarrollo embrionario, la
diferenciacion celular, la proteccién y regeneracion de tejidos, asi como en la
apoptosis (Unger 1999). En general, los efectos mediados por AT2 sobre el
crecimiento celular son opuestos a los mediados por AT1 (Horiuchi et al. 1999), (Stoll
et al. 1995a). Se han asociado al AT2 efectos de All relacionados con la inhibicion
de la proliferacion celular en células endoteliales coronarias (Stoll et al. 1995b), la
apoptosis de células epiteliales renales (Hauser & Oberbauer 2002) y de granulosa
ovarica (Tanaka et al. 1995), la diferenciacién morfolégica hacia neuronas maduras
en células PC12W (Zhao et al. 2003), la vasodilatacion arterial (Masaki ef al. 1998) y
la antiangiogénesis (Munzenmaier & Greene 1996), (Benndorf et al. 2003).

El receptor AT2 se encuentra ampliamente distribuido en los tejidos fetales
mientras que su expresion cae dramaticamente luego del nacimiento (Grady et al.
1991), (de Gasparo et al. 2000), (Timmermans et al. 1993). En el animal adulto se lo
puede encontrar en cerebro, corazén, pancreas, rifién, adrenales, miometrio, ovario
y en los vasos sanguineos (Nahmias & Strosberg 1995). Sin embargo, el AT2 puede
re-expresarse en el adulto ante ciertas condiciones patologicas como el infarto
cardiaco (Nio et al. 1995) (Tsutsumi ef al. 1998), la atresia ovarica (Tanaka et al.
1995) y en ciertos traumatismos renales (Ruiz-Ortega et al. 2003) y de piel
(Viswanathan & Saavedra 1992).

En numerosos estudios, incluyendo experimentos de knock-out génico, se ha
observado que las vias de sefalizacién intracelular de ambos subtipos de receptores
de All son diferentes y que el subtipo AT2 tiene efectos opuestos a los mediados por
el AT1 (Horiuchi et al. 1999), lo que sugiere que funcionaria como un control
contrapuesto a los efectos de tipo estimulatorio de All via AT1. Esta oposiciéon se
observaria especialmente en cuanto a la proliferacion celular, la angiogénesis y la

regulacion de la presién arterial. Las diferentes propiedades de desensibilizacion de
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ambos subtipos de receptores pueden contribuir a los efectos selectivos de All en
tejidos en los que se expresan tanto AT1 como AT2. Al respecto, hemos descripto la
desensibilizacion del AT1 ante una exposicion prolongada a All (Gonzalez-Iglesias et
al. 2001), lo cual constituye un posible mecanismo por el cual esta hormona puede
limitar su sefalizacién via AT1 y favorecer la mediada por AT2.

Debido a que All se une a ambos receptores con una afinidad similar, la
reaccion celular a este péptido sera altamente dependiente del nivel de expresion
relativa y/o del nivel de respuesta de cada receptor, como se describe en otros
sistemas. En cuanto a su sefalizacién, se describié que el receptor AT2 es capaz de
estimular tres sistemas interesantes (Nouet & Nahmias 2000): la via conducente a la
activacion de tirosin fosfatasas, que puede estar relacionada con una inhibicién de la
proliferacién a través de la inactivacién de kinasas del tipo ERK1/2; la via del NO-
GMPc, relacionada con la vasodilatacion; y la via de la fosfolipasa A2, relacionada
con la esteroidogénesis.

Habiamos observado en trabajos previos que en el prolactinoma inducido por
estrégenos se veian alteradas algunas respuestas hipofisarias a All, como la
movilizacion intracelular del caicio y la secrecidon de PRL, por lo que decidimos
analizar la expresion diferencial de los subtipos de receptores de All en la hipdfisis y
su relacion con estas respuestas a All tanto en la glandula normal como en la
hiperplasica. Por otro lado aun no se habia estudiado la posible activacion de
ERK1/2 por All en hipofisis. Como ya comentamos en algunos tejidos All, a través
de los receptores AT1, induce la activacidén de la via de las MAPKSs, las cuales a su
vez en muchos casos conducen a la activacion protooncogénica. Esta activacion,
junto con la produccién de numerosos factores de crecimiento y citoquinas, podria

estar participando de los efectos proliferativos y angiogénicos del octapéptido.

El rol de la progesterona en la regulacién de los numerosos aspectos de la
fisiologia reproductiva es complejo debido a que sus efectos se modifican cualitativa
y cuantitativamente de acuerdo al medio ambiente hormonal endégeno (Brann et al.
1988). Se ha descripto en utero (Hsueh et al. 1975) y en tejido mamario normal y
neoplasico (Chang et al. 1995) que este esteroide es capaz de inhibir los efectos
proliferativos de los estrégenos. En hipdfisis, se sabe que puede modular acciones
estrogénicas antagonizando la induccién de la expresion genica y la secrecién de
PRL inducidas por el estradiol (Cho et al. 1993). Por lo tanto en la ultima parte de
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este capitulo analizamos la posible capacidad de la P4 de contrarrestar la accién
estrogénica en nuestro modelo de hiperplasia hipofisaria en especial en relacion con
las respuestas alteradas a All.



Resultados

1.A - Principales alteraciones presentes en la hiperplasia hipofisaria inducida
por estréogenos

Luego de un tratamiento crénico con el estrogeno sintético dietilestilbestrol
(DES), el peso corporal de la rata disminuyd mientras que el peso hipofisario
aumentd en forma significativa correlacionando con la presencia de una hiperplasia
(p=0,004 y p=0,000027 respectivamente para control vs tumor, fig 1.1.A y B). Por
otro lado, en las ratas con tumor hipofisario el nivel de PRL sérica (prolactinemia)
aumentd (p=0,00017, fig 1.2.A), la secreciéon basal de PRL in vitro disminuyd
(p=0,013, fig 1.2.B), mientras que la IHQ de esta hormona en la adenohipdfisis
mostré una hipertrofia de lactotropos y una disminucion en el contenido de vesiculas
secretorias (fig 1.3). Estos resultados estarian indicando una mayor degranulacion
del lactotropo tumoral.

La expresion proteica de los marcadores moleculares pcna y pttg se encontrd
significativamente incrementada en la hipéfisis hiperplasica (p=0,011 y p=0,0014
respectivamente, fig 1.4.A y B), lo que nos corrobora la existencia de una gran
proliferacién celular y de un tumor hipofisario, respectivamente. El pcna se detecto

como una banda de 36 kD mientras que el pttg como una de 25 kD.
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Figura 1.1: Peso corporal (A) y peso hipofisario (B) en ratas hembra en diestro (control) o

tratadas con DES (tumor). El tratamiento con DES consta de la colocacion de un pellet

subcutaneo de 20 mg de DES que se deja durante 8 semanas. Los resultados se expresan

como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. N=15
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Figura 1.2: Niveles de PRL sérica (A) y secreciéon basal de PRL hipofisaria (B) en ratas

hembra en diestro (control) o tratadas con DES durante 8 semanas (tumor). Los niveles

hormonales se cuantificaron por RIA. Los resultados se expresan como la media +/- ES. *

p<0,05 respecto del control. N=15
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Figura 1.3: Inmunohistoquimica representativa de PRL en cortes histoloégicos de

adenohipdfisis de ratas hembra en diestro (A) o tratadas con DES durante 8 semanas (B).
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Figura 1.4: Niveles de PCNA (A) y PTTG (B) medidos por Western blot en adenohipd&fisis
de ratas hembra en diestro (control) o tratadas con DES durante 8 semanas (tumor). Los

resultados se expresan como % respecto del control y se representan como la media +/- ES.

* p<0,05 respecto del control. N=5
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1.B - Expresion de los receptores de All en adenohipofisis

Los resultados obtenidos mediante la técnica de Western Blot muestran que el
nivel de expresion proteica del receptor AT1 (detectado en una banda de 46 kD)
disminuy¢ significativamente en las hip6fisis de ratas con hiperplasia hipofisaria con
respecto al nivel de las controles (p=0,00012, fig 1.5.A). En correlacidon con estos
resultados, la cantidad de RNAm para AT1 medida por RT-PCR semicuantitativa
disminuyd significativamente en las ratas que fueron tratadas con el estrogeno
sintético en comparacion con sus pares no tratadas (p=0,00026, fig 1.5.B).

El receptor AT2 mostrd un patréon opuesto al de AT1, ya que su nivel de
expresion proteica (detectado por su anticuerpo especifico en una banda de 41 kD)
se encontrd significativamente aumentada en el caso de las hipdfisis hiperplasicas
con respecto a las controles (p=0,00012, fig 1.6.A). La RT-PCR corroboré estos
resultados al indicar un nivel de RNAm para AT2 significativamente mayor en las
ratas con implantes de DES (p=0,018, fig 1.6.B).

1.C - Patron de respuesta del calcio. Participacion de los receptores de All.

Como primer paso en la respuesta a All analizamos la movilizaciéon del calcio
intracelular. En una suspensién de células adenohipofisarias provenientes de ratas
hembra en diestro, un estimulo de 10 nM de All (colocado al minuto 4 de medicion)
indujo casi inmediatamente (a los 4 +/- 2 seg) un aumento del calcio intracelular en
forma de espiga transiente que llegd a los 12 seg a un pico maximo (que representa
un aumento del 44,5 % con respecto al nivel basal, desde 257,65 +/- 55 nM hasta
372,1 +/- 11,5 nM) y retorné posteriormente a los niveles basales a los 50 +/- 3 seg
de iniciado el estimulo (fig 1.7.A). Un tratamiento in vivo crénico con DES
practicamente eliminé la fase de espiga inducida por All mientras que en su lugar se
produjo a los 21 +/- 2 seg de la estimulaciéon un aumento en forma de meseta de un
20,2 % con respecto a los niveles basales (desde 302,5 +/- 9 nM hasta 363,5 +/-
12,4 nM) que se mantuvo por al menos 3 min (fig 1.7.B).

A pesar de la marcada diferencia existente en el patron de la movilizacion
intracelular del Ca** en respuesta a All entre la hipdfisis normal y la hiperplasica, en
ambos casos la respuesta fue bloqueada por un pretratamiento con 1 uM del
antagonista especifico del receptor AT1, el DUP753 (colocado en el minuto 3 de
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medicion), mientras que la misma dosis del antagonista especifico del receptor AT2,
el PD123319, no tuvo efecto. Estos resultados estarian indicando que, en ambos
grupos, el receptor participante en el patron de movilizacion de calcio ante All en la
hipofisis es el AT1.

1.D - Fosforilacion de ERK1/2. Participacién de los receptores de All.

Como segundo paso evaluamos la activacion de ERK1/2 en respuesta a All.
No se detectaron diferencias significativas en la fosforilaciéon basal de ERK1/2 in vitro
entre las células provenientes de hipdfisis normales y las provenientes de hip6fisis
tumorales (p=0,99 para tumor vs control al tiempo O, fig 1.8.A). En ambos grupos
experimentales All indujo una fosforilacién significativa de ERK1/2, sin embargo, la
induccion maxima alcanzada por las células tumorales es un 68% menor a la
alcanzada por las células controles y es mas tardia, se produce a los 10 min en vez
de alos 5 min de la estimulacién con All 100 nM.

En las células normales, la fosforilacién inducida por All fue abolida por una
preincubacion de 30 min con el antagonista AT1 (10 uM) mientras que no fue
alterada por la misma concentracion del antagonista AT2 (p=0,00017 y p=0,99 para
All+DUP y All+PD vs All respectivamente, fig 1.8.B). En cambio, en las células
hiperplasicas, tanto el DUP753 como el PD123319 fueron capaces de inhibir esta
fosforilaciéon, aunque este ultimo sélo en forma parcial (p=0,00014 y p=0,04 para
All+antagonista vs All respectivamente, fig 1.8.C). La aplicacion de DUP7563 o
PD123319 no alterd los niveles basales (datos no presentados). Estos resultados
sugieren que, mientras que en la hipdfisis normal la fosforilacion de ERK1/2 inducida
por All estd mediada principalmente por el receptor AT1, en el caso de la hipdfisis

hiperplasica estarian involucrados ambos subtipos de receptores.

1.E - Secrecién de PRL. Participacion de los receptores de All.

Finalmente analizamos la secrecién de PRL en respuesta a All en cultivo
primario de células adenohipofisarias. Un estimulo de 30 min con All 10 nM indujo
en células controles un aumento significativo en la liberacion de PRL respecto del
basal (p=0,00012, fig 1.9.A). Un preestimulo (también de 30 min) con el antagonista
AT1 1 uM fue capaz de bloquear la acciéon de All (p=0,0002 para All+DUP vs All),
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mientras que el antagonista AT2 en esta misma concentracion no tuvo efecto
(p=0,99 para All+PD vs All).

En las células tumorales la estimulacién de All sobre la liberacion in vitro de
PRL también fue significativa (p=0,0056 vs basal, fig 1.9.B) aunque levemente
menor que en el caso de las células controles (24,4% para controles vs un 16,8%
para tumores). El comportamiento de las células hiperplasicas frente al tratamiento
con los antagonistas de los receptores de All fue similar al de las controles. Esto
estaria indicando que en ambos grupos All esta estimulando la secrecion de PRL via
su receptor AT1. Ni el DUP753 ni el PD123319 modificaron la liberacion de PRL per
se en ningun grupo experimental (datos no presentados).
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Figura 1.5: Niveles de AT1 medidos por Westem blot (A) o por RT-PCR (B) en
adenohipofisis de ratas hembra en diestro (control) o tratadas con DES durante 8 sem
(tumor). Los resultados se expresan en % respecto del control (A) o se relativizan al RNAr
28S (B) y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. N=11 (A) y
N=9 (B).
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Figura 1.6: Niveles de AT2 medidos por Westemn blot (A) o por RT-PCR (B) en
adenohipofisis de ratas hembra en diestro (control) o tratadas con DES durante 8 sem
(tumor). Los resultados se expresan como % respecto del control (A) o se relativizan al
RNAr 28S (B) y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. N=11
(A) y N=8 (B).
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Figura 1.7: Movilizacion del calcio intracelular en una suspension de células
adenohipofisarias provenientes de ratas hembra en diestro (control, A) o tratadas con DES
durante 8 sem (tumor, B). Las células fueron preestimuladas durante 1 min con buffer,
DUP753, o PD123319 y luego estimuladas con All. Los resultados se expresan como
porcentaje de aumento de la [Ca™"]; por sobre los niveles basales, los cuales se calculan a
partir del promedio de los valores obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulaciéon con

All. Primer flecha: buffer o antagonista 1 uM. Segunda flecha: All 10 nM. N=6.
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Figura 1.8: A: Curva temporal de |a fosforilacion de ERK1/2 mediada por All (Westem blot).
Células adenohipofisarias en cultivo provenientes de ratas hembra en diestro (control) o
tratadas con DES durante 8 sem (tumor) fueron estimuladas con All 100 nM por distintos
tiempos (tiempo 0: sin estimulacion). * p<0,05 respecto del tiempo 0 respectivo. N=7. By C:
Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo provenientes de ratas
hembra en diestro (control, B) o tratadas con DES durante 8 sem (tumor, C). Las células
fueron preestimuladas durante 30 min con buffer, DUP753 o PD123319 (ambos 10 uM) y
luego estimuladas durante 5 min con All 100 nM. Los resultados se expresan relativizados a
la ERK total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del basal. a: p<0,05
respecto de All. N=6. Abajo: Western blot representativo con bandas de 42 y 44 kD.
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Figura 1.9: Niveles de PRL liberados por células adenohipofisarias en cultivo provenientes
de ratas hembra en diestro (control, A) o tratadas con DES durante 8 sem (tumor, B) y
medidos por RIA. Las células fueron preestimuladas durante 30 min con buffer, DUP753 o
PD123319 (1 uM) y luego estimuladas otros 30 min con All 10 nM. Los resultados se
expresan como % del basal y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del
basal. a: p<0,05 respecto de All. N=6.

1.F - Efectos del tratamiento con progesterona.

Habiendo descripto las principales alteraciones de la respuesta a All que se
producen en la hipdfisis hiperplasica, quisimos analizar la posible capacidad de la
progesterona de revertir los efectos estrogénicos (tanto in vivo como in vitro) en
especial en relacion con la respuesta alterada al octapéptido. Para esto realizamos
un cotratamiento in vivo con caproato de hidroxiprogesterona (5 mg/rata)
administrada semanal y subcutaneamente durante las Ultimas 6 semanas del
experimento (ver Mat y Mét) de manera de tener ahora cuatro grupos
experimentales: control (C), progesterona (P4), tumor (T) y tumor+progesterona
(T+P4). Al final del tratamiento de 8 sem reevaluamos algunos de los parametros

analizados anteriormente.

Peso hipofisario: El tratamiento crénico in vivo con P4 no fue capaz de revertir

el aumento del peso hipofisario inducido por los estrogenos sintéticos (p=0,99 T+P4
vs T, fig 1.10), mientras que la P4 por si misma no tuvo efecto significativo alguno

sobre este parametro.
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Prolactinemia: El tratamiento con P4 no revirtié la hiperprolactinemia inducida
por el DES (fig 1.11.A). La P4 tampoco tuvo un efecto per se sobre este parametro.

Liberacion basal de PRL in vitro: El tratamiento in vivo con P4 aumentd

significativamente el nivel de PRL basal liberada in vitro durante 30 min al medio de
cultivo (p=0,00012 P4 vs C, fig 1.11.B) aunque no fue capaz de revertir la baja
liberacién producida por las células provenientes del tratamiento con DES (p=0,99
T+P4 vs T).

Expresion de los receptores de All: El tratamiento con P4 no modifico el efecto

del DES sobre la disminucidn de la expresion proteica del receptor AT1 (p=0,15
T+P4 vs T, fig 1.12.A) ni sobre la expresidon de su RNAm (p=0,59, fig 1.12.B).
Tampoco modificod la induccién del receptor AT2 ni de su RNAm en respuesta al
DES (p=0,1 y p=0,5 para T+P4 vs T respectivamente, fig 1.13.A y B). Por otro lado,
la P4 per se no tuvo efecto significativo sobre la expresion de la proteina ni el RNAm

de ninguno de los receptores.

Movilizacion del calcio intracelular en respuesta a All: El tratamiento in vivo con

P4 no elimind la espiga de movilizacidén de calcio intracelular en respuesta a All 10
nM en la suspensiéon de células controles (fig 1.14.A). Cuando se preestimuld
durante 1 min con los antagonistas de los receptores de All (1 uM), la respuesta del
grupo P4 fue similar a la de los controles (fig 1.14.B y C). Por otra parte, el
tratamiento in vivo de los tumores con P4 no modificé el patron de movilizacion del
calcio tipico del tumor (fig 1.16.A) ni la respuesta de este grupo ante un
pretratamiento con DUP753 o con PD123319 (fig 1.16.B y C). Estos resultados
estarian indicando que, en todos los grupos, el receptor involucrado en la respuesta
del calcio a All es el AT1, ya que su antagonista especifico es el unico que logra
eliminar la respuesta del calcio a All.

Liberacion de PRL en respuesta a All: Cuando se estimuld un cultivo primario

de células adenohipofisarias durante 30 min con All 10 nM, se produjo un aumento
significativo en la liberacion de PRL en todos los grupos experimentales (fig 1.9.A y
B, fig 1.16.A y B), aunque éste fue marcadamente mayor en el caso del grupo

tumor+P4 (p=00013 respecto del grupo control). Cuando las células de los grupos
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P4 y tumor+P4 fueron preestimuladas durante 30 min con el antagonista del receptor
AT1 1 uM se observé una reversion significativa en la estimulacion de la secrecion
de PRL inducida por All indicando que en estos grupos (al igual que en los grupos
control y tumor) el receptor AT1 esta participando de la respuesta secretoria. Sin
embargo, cuando se preestimulé con el antagonista AT2, en el grupo tumor+P4
también se produjo una reversion significativa de la respuesta a All (p=0,00012 para
PD+AIll vs All). Las células a las que se les aplicé sélo DUP753 o PD123319 no
presentaron diferencias significativas respecto del basal (datos no presentados). Por
lo tanto podemos inferir de estos resultados que el receptor AT1 es el principal
involucrado en la respuesta de secrecion de PRL ante All, aunque en las ratas con
tumor hipofisario tratadas con P4 el subtipo AT2 también se encontraria involucrado
en esta respuesta.
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Figura 1.10: Peso hipofisario de ratas hembra en diestro (C), tratadas con P4 (P4), DES (T),
o DES mas P4 (T+P4). El tratamiento con P4 consta de una inyeccion semanal subcutanea
de caproato de hidroxiprogesterona (5 mg/rata) durante las Ultimas 6 semanas de
tratamiento con DES. Los resultados se expresan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto
del control. N=15.
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Figura 1.11: Niveles de PRL sérica (A) o liberada durante 30 min de incubacion por células
adenohipofisarias en cultivo (B) medidos por RIA en ratas hembra en diestro (C), tratadas
con P4 (P4), DES (T), o DES mas P4 (T+P4). Los resultados se expresan como la media +/-
ES. * p<0,05 respecto del control. N=15 (A) y N=8 (B).
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Figura 1.12: Niveles de AT1 medidos por Western blot (A) o por RT-PCR (B) en
adenohipdfisis de ratas hembra en diestro (C), tratadas con P4 (P4), DES (T), o DES mas
P4 (T+P4). Los resultados se expresan como % respecto del control (A) o se relativizan al
RNAr 28S (B) y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. N=11
(A) o N=9 (B). Abajo: Western blot representativo con bandas de 46 kD (A) y RT-PCR
representativa con bandas de 355 pb para AT1 y 350 pb para 28S (B).

76




>
)
g
w
w
=}

* * %
200" T o2
o 5
@© 20
E -
c
215
(2}
ee]
Q
N
<€
2
o
T T+P4 T T+P4
AT2 | N S RNAm AT2
c P4 i T+P4 288

c P4 T T+P4

Figura 1.13: Niveles de AT2 medidos por Western blot (A) o por RT-PCR (B) en
adenohipdfisis de ratas hembra en diestro (C), tratadas con P4 (P4), DES (T), o DES mas
P4 (T+P4). Los resultados se expresan en % respecto del control (A) o se relativizan
respecto del RNAr 28S (B) y se representan como |la media +/- ES. * p<0,05 respecto del
control. N=11 (A) o N=8 (B). Abajo: Western blot representativo con bandas de 41 kD (A) y
RT-PCR representativa con bandas de 360 pb para AT2 y 350 pb para 28S (B).
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Figura 1.14: Movilizacion del calcio intracelular en una suspensién de células
adenohipofisarias provenientes de ratas hembra en diestro (control) o tratadas in vivo con
P4 (P4). Las células fueron preestimuladas durante 1 min con buffer (A), DUP753 (B) o
PD123319 (C) y luego estimuladas con All. Los resultados se expresan como porcentaje de
aumento de la [Ca""]; por sobre los niveles basales, los cuales se calculan a partir del
promedio de los valores obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulacion con All.
Primer flecha: buffer o antagonista 1 uM. Segunda flecha: All 10 nM. N=5.
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Figura 1.15: Movilizacion del calcio intracelular en una suspensidon de células
adenohipofisarias provenientes de ratas hembra tratadas in vivo con DES (tumor) o DES
mas P4 (tumor+P4). Las células fueron pretratadas durante 1 min con buffer (A), DUP753
(B) o PD123319 (C) y luego estimuladas con All. Los resultados se expresan como
porcentaje de aumento de la [Ca™"]; por sobre los niveles basales, los cuales se calculan a
partir del promedio de los valores obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulacién con
All. Primer flecha: buffer o antagonista 1 uM. Segunda flecha: All 10 nM. N=5.
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Figura 1.16: Niveles de PRL liberados por células adenohipofisarias en cultivo provenientes
de ratas hembra tratadas con P4 (P4, A) o DES mas P4 (Tumor+P4, B) y medidos por RIA.
Las células fueron preestimuladas durante 30 min con buffer, DUP753 o PD123319 (1 uM) y
luego estimuladas con All 10 nM. Los resultados se expresan como % respecto del basal y
se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del basal. a: p<0,05 respecto de
All. b: p<0,05 respecto de la estimulacion con All en la figura 1.9.A. N=6.
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Discusién

En trabajos previos hemos descripto que un tratamiento crénico in vivo con
estrégenos altera la respuesta hipofisaria a All in vitro (Diaz-Torga et al. 1998),
(Gonzalez Iglesias et al. 1999). El objetivo de este trabajo fue el de determinar en
primer lugar a qué nivel los efectos del estrogeno afectan la respuesta hipofisaria a
All y en segundo lugar la posible reversion de estos efectos por la progesterona.
Para ello comenzamos caracterizando en forma general este tipo de tumor
hipofisario y continuamos con el estudio de la expresion de los receptores AT1 y AT2
y su relacién con la respuesta intracelular de calcio, la fosforilacion de ERK1/2 y la
secrecion de PRL en respuesta a All.

Ya ha sido documentado que los estrogenos pueden reducir y la testosterona
puede incrementar el peso corporal (Shulman et al. 1987). En el presente trabajo las
ratas tratadas con DES durante 8 sem disminuyeron significativamente su peso
corporal respecto al de las controles. Este tratamiento, por otro lado, elevo
significativamente el peso hipofisario y la PRL sérica, consistentemente con la
presencia de una hiperplasia de lactotropos. Se ha descripto que la P4 es capaz de
inhibir los efectos proliferativos de los estrogenos. Sin embargo, un cotratamiento
con P4 durante el desarrolio de la hiperplasia no logré revertir en nuestro modelo el
aumento del peso hipofisario inducido por los estrégenos. En cambio, en ratas
hembra F344 ovariectomizadas, la P4 produce una reversion del 25% de la
hiperplasia hipofisaria (Piroli ef al. 1996). Esta divergencia puede estar relacionada
con diferencias en la sensibilidad a los estrégenos y/o a la progesterona entre

ambas cepas de ratas (Ying et al. 1996).

La secuencia primaria del receptor AT1 clonado predice un peso molecular de
41 kD para la proteina deglicosilada, con un peso mayor si la glicosilacion se
produce en uno o mas de los cinco sitios potencialmente disponibles (Inagami et al.
1994). Nuestros experimentos de Western blot mostraron una banda principal de 46
kDa para AT1 aunque en algunos casos se observd también otra banda de 28 kDa,
probablemente reflejo de cierto nivel de degradacién de la proteina durante el
proceso de extraccion. Este valor de 46 kD se encuentra dentro del rango de los
citados por otros grupos utilizando anticuerpos similares o diferentes en diversos
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tejidos (Wintour et al. 1999), (Ewert et al. 2003), (Miyata et al. 1999), (Leri et al.
2000), (Harrison-Bernard et al. 1999), (Sharma et al. 1998). La variedad de tamarios
descriptos para AT1 puede deberse al tipo y nivel de glicosilacion de la proteina, asi
como a los productos de degradacién presentes en las muestras y a las condiciones
bajo las cuales se corre la electroforesis. En el caso del receptor AT2 observamos
una unica banda de 41 kD, peso que concuerda con su tamafno teérico y con el
descripto para esta proteina en diferentes tejidos (Leri et al. 2000), (Ewert et al.
2003), (Ozono et al. 1997), (Sharma ef al. 1998), (Nora ef al. 1998).

Nuestros experimentos de Western blot y RT-PCR semicuantitativa nos
revelaron que, en el contexto de una exposicion in vivo crénica al DES, se produce
una reduccion en los niveles hipofisarios del receptor AT1 y un aumento del AT2.
Trabajos anteriores describen también una disminucidn por estrogenos de la
expresion de AT1 adenohipofisaria, cuantificada por hibridizacion in situ (Seltzer et
al. 1992). La expresion de estos receptores fluctua naturalmente a lo largo del ciclo
estral de la rata con una unién especifica maxima durante el metaestro y una minima
en el proestro, cuando la concentracion estrogénica es maxima. La aplicacion de
estrogenos en ratas ovariectomizadas también reduce la expresion adenohipofisaria
de AT1.

Con respecto a AT2, se sabe que su nivel de expresidén en hipdfisis es bajo
(Shelat et al. 1999). Posiblemente debido a esto nosotros necesitamos un templado
10 veces mas concentrado y mayor cantidad de ciclos para su detecciéon por RT-
PCR. Sin embargo sorprendentemente encontramos que, en el caso de los tumores,
esta expresion se ve significativamente incrementada. Se habia observado
anteriormente una sobreexpresion de AT2 inducida por estrogenos en miometrio
humano (Mancina et a/. 1996) y en rindn (Armando ef al. 2002a) asi como una
estimulada por All en vasos arteriales mesentéricos (Bonnet et al. 2001), pero se

carecia totalmente de datos relativos a la hipdfisis.

Es interesante la regulacion inversa observada en cuanto a la expresion de
ambos subtipos de receptores. El hecho de que exista este tipo de regulacion
inversa puede tener que ver con un entrecruzamiento entre ambas vias de
senalizacién, lo cual ya fue sugerido por otros autores. Por medio de este

mecanismo, la sobreexpresién de AT2 seria capaz de inhibir la expresion de AT1 en
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aorta (Tanaka et al. 1999), VSMC (Jin et al. 2002) e hipotalamo (Armando et al.
2002b). Sin embargo, al parecer la direccién final tomada por la respuesta a All
dependeria del tipo celular del que se trate y del medio ambiente hormonal al cual
esté expuesto (Su et al. 2002).

El tratamiento estrogénico crénico induce la sintesis hipofisaria de All al
incrementar el aporte sistémico e hipotalamico de AO. En presencia de aitas
concentraciones locales de All se describié que los receptores AT1 pueden sufrir
regulacion negativa y/o desensibilizacion homéloga con un nivel de sensibilidad muy
alta en comparacion con el de los AT2 (Gonzalez-Iglesias et al. 2001). En células
HEK-293 de rifidn embrionario humano que expresan establemente los receptores
de All, luego de un estimulo con esta hormona se produce la internalizacion del
subtipo AT1 en vesiculas intracelulares mientras que no sucede Io mismo con el AT2
(Hein et al. 1997). En la adrenal fetal ovina, All reduce los niveles del RNAm de AT1
pero no los de AT2 (Wintour ef al. 1999). Una regulacién negativa de AT1 similar se
observa en VSMC (Brue et al. 1992), en células ovaricas de la granulosa (Pucell et
al. 1991) y en otros tejidos.

Por lo tanto, la reduccidon en los niveles hipofisarios de AT1 luego de un
tratamiento estrogénico puede deberse al marcado aumento del contenido de All
local, que conduce a su vez a una regulacion negativa del subreceptor.
Alternativamente, la expresion de AT1 también podria estar reprimiéndose a través
de la sobreexpresion de AT2 inducida por la All y los estrégenos. El hecho de que
los estrégenos puedan ejercer una regulacion dual sobre ambos subtipos de
receptores de All enfatiza la importancia de comprender la naturaleza compleja y
multifacética de la accion estrogénica sobre los procesos tumorigénicos, la fisiologia

cardiovascular y la reproduccion.

Ya habiamos descripto en publicaciones previas que el tratamiento estrogénico
también altera el patrén de movilizacion intracelular del calcio inducido por All, de
forma que se elimina en el perfil de respuesta la fase de espiga inicial caracteristica
y se produce sélo una fase de meseta (Gonzalez Iglesias et al. 1999). La fase de
espiga depende de la liberacion de calcio a partir de depésitos internos modulables
por IP3, mientras que la fase de meseta lo hace principaimente del aporte
extracelular a través de canales voltaje dependientes. En el presente trabajo

encontramos que, si bien el tratamiento estrogénico altera el perfil de la respuesta
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del calcio, no se modifica el subtipo de receptor de All involucrado (el AT1), ya que el

AT2 no estaria participando.

En este trabajo nosotros encontramos una fosforilacion de ERK1/2 en
respuesta a All en la hipdfisis. Si bien la fosforilacion de estas kinasas por All ya ha
sido descripta previamente en diferentes tipos celulares, hasta el momento no se
habia estudiado en la hipéfisis. Por otro lado, observamos que esta respuesta
también se encuentra alterada en el caso de la hipdfisis tumoral. Era de esperarse
que la alteracion en la expresion relativa de los receptores de All modificaran la
fosforilacidon de ERK1/2 en respuesta al octapéptido. Consistentemente encontramos
que, en células hiperplasicas, la fosforilacion de ERK1/2 inducida por All se
encuentra significativamente disminuida. Se ha observado en VSMC que los
estrégenos reducen la activacion de ERK1/2 mediada por All a través de la
induccién de fosfatasas por mecanismos tanto genémicos como no gendmicos
(Takeda-Matsubara et al. 2002). No sabemos aun cual seria el proceso involucrado
en nuestro caso.

Por otro lado podemos inferir en base a nuestros resultados que, en el tumor
hipofisario, parte de la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a All es dependiente de
AT2. Esto podria estar relacionado con la mayor expresion de este receptor que se
produce en la hipdfisis hiperplasica y seria la primer evidencia de que All puede
actuar en esta glandula a través de él. Por otro lado, la respuesta inducida por AT2
seria independiente de la movilizacion intracelular de calcio, ya que esta movilizacion
es insensible a bloqueantes especificos de este subtipo. Los resultados
mencionados estarian indicando por primera vez que en la hipdfisis hiperplasica se
estarian activando dos vias al menos parcialmente independientes conducentes a un
mismo punto final en comun: la fosforilacién de ERK1/2. Una via estaria mediada por
AT1 y la otra por AT2. Con respecto a la fosforilacion basal de ERK1/2, no
encontramos diferencias significativas entre ambos grupos experimentales.

El prolactinoma cursa con una hiperprolactinemia. Estéd descripto que los
estrégenos inducen tanto la sintesis como la secrecion de PRL. Por otro lado,
nuestros resultados de IHQ adenochipofisaria muestran una disminucién intracelular
de las vesiculas secretorias de PRL, lo que estaria indicando que lo que se produce

en el lactotropo tumoral es una secrecidn hormonal mas constitutiva y menos
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regulada, con una mayor tasa exocitética y consecuentemente una mayor
degranulacién celular. En los cultivos celulares in vitro, fuera ya de la influencia
estrogénica, esta degranulacion posiblemente sea la responsable de la menor
secrecion basal de PRL en el tumor.

En trabajos previos hemos descripto una menor secrecion de PRL en
respuesta a All por parte de la célula tumoral (Diaz-Torga et al. 1998), la cual se
deberia a dos razones principales: a una merma en la expresion de los receptores
AT1 y a una alteracion en la respuesta interna del calcio. En el presente trabajo la
disminucioén en la secrecion de PRL en respuesta a All de la célula tumoral no liegé
a ser significativa, aunque se observd una tendencia en este sentido. Esto
posiblemente sea debido a que en este modelo el andlisis de varianza es mas
complejo, al involucrar a cuatro grupos experimentales (C, T, P4 y T+P4) en vez de
dos (CyT).

En otros modelos experimentales el tratamiento con P4 es capaz de
antagonizar en hipéfisis algunos efectos estrogénicos. En nuestro modelo, en
cambio, el tratamiento con este esteroide no logré revertir la hiperplasia hipofisaria ni
la hiperprolactinemia inducidas por el DES. El tratamiento con P4, sin embargo,
presento otro tipo de efectos. En ratas hembra en diestro normales este esteroide
indujo un aumento significativo en la liberacidén basal de PRL in vitro, lo que coincide
con lo hallado en trabajos previos y se deba probablemente a un aumento del AMPc
intracelular (Tsai et al. 1996). Esto no fue observado en las células provenientes del
tumor, lo que es posible que esté relacionado con la mayor degranulacion del
lactotropo tumoral.

Por otro lado, en ratas con tumor hipofisario la P4 produjo un incremento en la
liberacién de PRL inducida por All in vitro. Es interesante que la P4 combinada con
el estradiol haya incrementado esta secrecién. Se sabe que, en algunos casos, la P4
necesita de un cierto nivel basal de exposicidn estrogénica para ejercer su accion
debido en parte a que la expresion de su receptor esta bajo la influencia de los
estrogenos (Brann et al. 1988). Se ha descripto asimismo que la combinacién de los
estrogenos con la P4 favorece la liberacién hipotaldmica de TRH y el aumento de
PRL sanguinea (Huang et al. 1995).
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Ei receptor de All descripto hasta el momento como involucrado en la
respuesta de liberacion de PRL es el AT1 (Becu-Villalobos et al. 1994). Sin embargo,
nosotros observamos en el grupo de ratas con tumor hipofisario tratadas con P4 que
el receptor AT2 también esta participando de la respuesta. Esta es la segunda
evidencia de que All puede actuar a nivel hipofisario a través de este receptor. El
efecto parece requerir la exposicion combinada a los estrogenos y a la P4, ya que el
antagonista AT2 no fue efectivo en células provenientes de ratas tratadas sélo con
estroégenos o sélo con P4.

No encontramos diferencias significativas en la expresion de los subtipos de
receptores de All entre hipéfisis de los grupos tumor y tumor+P4 que puedan
explicar la accion diferencial del antagonista AT2 en ambos grupos. Sin embargo,
podria haber diferencias en cuanto a la cantidad o funcionalidad de los receptores
efectivamente presentes en membrana. Por otro lado, es posible que se produzca un
sinergismo entre los estrégenos y la P4 de modo que los primeros induzcan la
expresion de los receptores de P4 y los AT2, mientras que la P4 a su vez produzca
algun factor que esté activando una via de liberacién de PRL mediada por AT2. En
este caso, como sucede con la fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a All, la
respuesta mediada por AT2 pareceria ser independiente de la movilizacién
intracelular de calcio.

Por lo expuesto podemos decir que en nuestro modelo el receptor AT2,
aumentado en la hiperplasia, participaria junto con el AT1 en la activacién de
ERK1/2 y en la liberaciéon de PRL inducidas por All. Sin embargo, en este ultimo
caso el cotratamiento con P4 seria necesario para que esta participacion logre

evidenciarse.

En la mayoria de los tejidos los efectos del receptor AT2 se contraponen a los
mediados por el AT1. Sin embargo también se ha descripto que All puede tener
acciones similares actuando a través de ambos tipos de receptores, como parece
suceder en nuestro caso. Por ejemplo, en cardiomiocitos de rata, All induce
apoptosis estimulando tanto al subtipo AT1 como al AT2 (Goldenberg et al. 2001) y
en células de epitelio glomerular ambos receptores participan de respuestas
fisiologicas a All similares (Sharma et al. 2001).

Aunque nosotros no estudiamos en detalle el tipo celular especifico en el que

se expresa el receptor AT2 en la adenohipdfisis, la cooperacion observada entre los
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dos subtipos en cuanto a la secrecién de PRL inducida por All sugiere que ambos se
coexpresan en el lactotropo. Esta hiptesis permite la posibilidad de que AT1 y AT2
estén formando heterodimeros. De hecho, la heterodimerizacién de AT1 con AT2
(AbdAlla et al. 2001) o con el receptor de bradikinina (AbdAlla et al. 2000) ha
demostrado recientemente agonizar o antagonizar los efectos de All mediados por
AT1. Sin embargo, también es posible que los estrégenos y/o la P4, o el proceso
hiperplasico mismo, puedan determinar un patréon de expresion diferencial para
ambos subtipos de receptores que sea especifico del tipo celular. Serian necesarios

mas estudios para llegar a aclarar adecuadamente este punto.

Resumiendo, consideramos que el trabajo de este capitulo revela algunas de
las alteraciones mas importantes que se producen en la hipéfisis hiperplasica en
cuanto a la respuesta a All y analiza el posible rol terapéutico de la P4. Describimos
por primera vez aspectos de la funcién y regulacion de los receptores AT2 en la
adenohipdfisis, lo que pone en evidencia puntos interesantes relacionados con la
biologia de los subtipos de receptores de All. Estos resultados son de importancia si
consideramos el reciente desarrollo de tratamientos antihipertensivos que utilizan
antagonistas especificos del receptor AT1 que promueven un aumento significativo
en los niveles de All sistémicos. Esta elevacion, por su parte, podria estar activando
respuestas biologicas desconocidas a través del subtipo AT2.

Por ofro lado, en este capitulo también detectamos por primera vez la
activacion de las MAPKs ERK1/2 en la hip6fisis inducida por un estimulo de All.
Como esto no habia sido anteriormente descripto en la hipéfisis, decidimos
caracterizar la cascada de senales conducente a la fosforilacion de estas MAPKSs, lo
que sera objeto del siguiente capitulo. Finalmente, pudimos concluir que la P4 no
mostré en nuestro modelo efectos terapéuticos significativos en cuanto a la posible
reversion de las alteraciones tumorales estudiadas, por lo tanto decidimos analizar
en la segunda parte de esta tesis la accién de otro esteroide con postuladas

acciones benéficas: la dehidroepiandrosterona.

El estudio de la accion estrogénica sobre la actividad de los componentes del
SRA es importante a la hora de comprender en mayor profundidad algunos procesos
tumorigénicos que implican tanto la hiperplasia como la angiogénesis. Nuestros

resultados pueden ser de importancia clinica en la evaluacién de los posibles efectos
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secundarios de las terapias de reemplazo hormonal basadas en los estrégenos
combinados o no con la progesterona, asi como en relacion con la patogénesis de
enfermedades cardiovasculares como la arterioesclerosis, la hipertension e incluso
el ataque cardiaco congestivo, en donde la interrelacion entre los estrégenos y el
SRA es fundamental.

Gran parte de los resultados de este capitulo han sido publicados en
Am.J.Physiol.(Endocrinol.Metab.) (2004) 286(5). E786-94.



CAPITULO 2

Via de serializacion de la angiotensina Il en la adenohipdfisis

normal




CAPITULO 2:
Via de senalizacién de la angiotensina Il en la adenohipdéfisis normal

Como ya hemos comentado anteriormente, ademas de los efectos de All a
nivel sistémico sobre la regulacion cardiovascular, este péptido es sumamente
interesante debido a sus acciones a nivel local sobre el crecimiento tisular, la
angiogénesis, la secrecién hormonal y la facilitacion sinaptica. La accién proliferativa
de AIll ha sido demostrada en fibroblastos cardiacos, VSMC y células
adrenocorticales. La capacidad de All de estimular el crecimiento tisular la involucra
en la remodelacién postinfarto y en patologias como la hipertrofia ventricular
izquierda, nefroesclerosis, hipertrofia vascular y arteriotrombosis. Por otro lado, la
accion proliferativa de All sobre las células endoteliales sanguineas seria la base de
su efecto angiogénico. Dentro de este contexto, la activacion de ERK1/2 mediada
por All cobra especial importancia ya que estas kinasas suelen estar involucradas en
procesos proliferativos. Por lo tanto, luego de haber determinado la presencia de
esta activacion mediada por All en hipéfisis, nos interesé caracterizar la cascada de
sefales que participa del proceso.

All ejerce sus efectos actuando directamente a través de sus receptores o
indirectamente a través de la liberacion de otros factores y de entrecruzamientos
intracelulares con otras vias de transduccion de sefiales pertenecientes a otros
agentes vasoactivos, factores de crecimiento y citoquinas. AT1 senaliza
principalmente a través de proteinas G y fosfolipasas (PLC, PLD y PLA2) pero
también a través de tirosin-kinasas (Src, JAK2, FAK, PyK2, PI3K y RTKs) (Touyz &
Berry 2002).

Con respecto a la via mas directa de sefalizacion, se ha descripto el acople del
receptor AT1 tanto con la proteina Gg como con la Gi (Enjalbert et al. 1986),
(Ohnishi et al. 1992) en diferentes tejidos. En la hipdfisis de rata, especificamente,
los receptores AT 1b estan acoplados a la proteina Gq;1. La union del ligando con el
receptor induce el intercambio de GDP por GTP en la proteina G y su disociacion en
la subunidad o por un lado y la By por el otro. La subunidad o entonces activa a la
fosfolipasa C-B (PLC-B), lo que induce la formacion de diacilglicerol (DAG) e inositol
1,4,5-trifosfato (IP3) a partir del fosfatidil inositol bifosfato (PIP2) de membrana
(Suarez et al. 2002).
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Posteriormente se produce un aumento de la concentracién de calcio
intracelular ([Ca""];) de forma bifasica, con una primer fase en forma de espiga
transiente y una segunda en forma de meseta, de mayor duracion. El aumento del
calcio se debe tanto a su liberacién inducida por el IP3 en el reticulo sarcoplasmico
(especialmente en la fase de espiga) como a una entrada desde el exterior celular a
través de canales de calcio voltaje dependientes (en la fase de meseta) (Gonzalez
Iglesias et al. 1999). A su vez, este aumento del calcio es el principal inductor de la
liberacién de PRL por parte del lactotropo (Diaz-Torga et al. 1998).

Las ERK1/2 (ERK1 o p44 y ERK2 o P42), especificamente, pertenecen a la
familia de serina-treonina kinasas activadas por fosforilacion en tirosina y treonina y
funcionan como integradoras de sefales mitogénicas originadas principalmente en
receptores tirosin-kinasas (RTKs) pero también GPCRs. La cascada proveniente de
RTKs ha sido ampliamente caracterizada en numerosos tejidos (McCormick 1993) y
responde a distintos tipos de factores de crecimiento, como el EGF. Un RTK
activado induce, a través de las proteinas adaptadoras Grb2 y SOS, la activacién de
la proteina RAS de membrana, la cual intercambia GMP por GTP. Esta proteina
entonces interactda con RAF, activandola, y luego se silencia hidrolizando el GTP.
RAF activada fosforila a MEK1/2, kinasa de fosforilaciéon dual que a su vez fosforila a
ERK1/2. Las ERK1/2 fosforiladas (pERK1 y pERK2) y por lo tanto activadas,
fosforilan a su vez a otras kinasas y factores de crecimiento induciendo la
transcripcién de genes tempranos.

Sin embargo, la via de activacion de ERK1/2 a partir de los GPCRs recién esta
comenzando a ser develada y estaria mas asociada a mecanismos de
transactivacion que a vias mas directas. All estimula, via AT1 (un GPCR), a ERK1/2
en neuronas (Huang et al. 1996), fibroblastos cardiacos (Murasawa et a/. 1998a),
VSMC (Eguchi et al. 1998), células hepaticas (Shah & Catt 2002), células de la
glomerulosa adrenal (Tian et al. 1998) y en otros tipos celulares; pero hasta el
momento no habia sido documentada la activacién de ERK1/2 por All en células
hipofisarias. En el capitulo anterior, determinamos esta activacion tanto en la
hipdfisis normal como en la hiperplasica, observando asimismo una alteracion en
este ultimo caso.

Dentro del contexto de la accién proliferativa y angiogénica de All en diferentes
tejidos, la activacion de ERK1/2 mediada por All en hipdfisis cobra especial
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importancia. Por lo tanto el objetivo de este capitulo fue el de estudiar la cascada de
transduccién de senales involucrada en células adenohipofisarias de rata. Se utilizé
para esto una serie de inhibidores especificos de modo de ir determinando los
distintos eslabones involucrados en esta via en cultivos celulares in vitro estimulados

por All.



Resultados

2.A - All induce fosforilacion de ERK1/2 en forma tiempo y dosis-dependiente

En cultivos primarios de células adenohipofisarias, un estimulo de All 100 nM
fue capaz de inducir una fosforilacion de ERK1/2 de tipo transiente con un pico
maximo a los 5 min de accién (p=0,009 vs 0 min, fig 2.1). Posteriormente, alrededor
de los 15 min la respuesta retorné a su nivel basal. Esta fosforilacion fue
dependiente de la concentracién. Ante un pulso de All de 5 min, una curva dosis-
respuesta evidencié un maximo a los 10-100 nM de este agonista (p=0,00055 vs
vehiculo) y una concentracion efectiva 50 (EC50) de 1,6 nM (fig 2.2). Estos
experimentos de Western blot indicaron una dosis y un tiempo de accién optimos de
100 nM y 5 min respectivamente para la estimulacion de la fosforilacion de ERK1/2
por All, por lo que se utilizaron estas condiciones en los subsiguientes ensayos.

2.B - All induce fosforilacion de ERK1/2 via su receptor AT1

Como se describio en el capitulo 1, la fosforilacion de ERK1/2 inducida por All
en la hipdfisis esta mediada, en células normales, principalmente por el receptor AT1
(fig 1.8.B).

2.C - All induce fosforilacion de ERK1/2 via una proteina G insensible a la

toxina de pertussis (PTX)

Los receptores de tipo AT1 pueden acoplarse a proteinas G del tipo Gq o Gi,
las que activan a la PLCB o inhiben a la adenilato ciclasa, respectivamente. Para
determinar qué proteina G esta involucrada en la activacion de ERK1/2 por All en
hip&fisis, se pretrataron células en cultivo con 150 ng/ml de PTX (inhibidor de la Gi)
durante 24 hs antes de estimular con All. Este pretratamiento no altero la respuesta
inducida por el octapéptido [p=0,77 para la interaccion entre los factores preestimulo
(PTX-buffer) y estimulo (All-buffer); y p=0,00076 para el efecto estimulo, fig 2.3}, lo
que descarta que la proteina G involucrada sea la Gi y sugiere en su lugar a la Gaq.
La diferencia entre los preestimulos no es significativa (p=0,22).
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2.D - All induce fosforilacion de ERK1/2 via fosfolipasa CB (PLCB)

Con el objeto de evaluar la participacion de la PLCB, se pretratd con el inhibidor
especifico de esta enzima, el U73122 10 uM, durante 30 min antes de la
estimulacién con All. Este pretratamiento redujo en forma significativa la fosforilacion
de ERK1/2 inducida por All (p=0,0013 para All vs control y p=0,16 para All+U73122
vs U73122, fig 2.4.A).

Por otro lado, cuando se analiz6 la movilizacion intracelular de Ca** por
espectrofluorometria, se observé que la aplicacion de un estimulo de All 1x102 M
indujo un aumento significativo, rapido y transiente en la [Ca'"}; (sobre un basal
promedio de 154,4 +/- 7,6 nM), mientras que un tratamiento previo de 7 min con
U73122 10 uM produjo una elevacion de la [Ca™*]i per se (con un maximo a los 45
seg de la aplicacion) y posteriormente eliminé el pico caracteristico de All (fig 2.4.B).
El U73122 también fue capaz de bloquear el aumento en la [Ca®']; inducido por 25
mM de KCI utilizado como control positivo de aumento del Ca*™ por despolarizacion

de la membrana celular.

2,E - All induce la fosforilacion de ERK1/2 por una via principalmente
independiente de la PKC

Como se comenté anteriormente, la PLC induce la produccion de DAG e [P,
los que son capaces de activar a la proteina kinasa C (PKC) y de liberar caicio de
depésitos intracelulares, respectivamente. Para evaluar si alguna de las dos vias
estaba involucrada en la activacion de ERK1/2 en nuestro sistema, comenzamos
estudiando la posible participacion de la PKC. Para esto, se depletaron las células
de esta kinasa por medio de un pretratamiento de 24 hs con el éster de forbol
phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) 1 uM.

E! pretratamiento prolongado con PMA no alter6 la fosforilacion inducida por la
estimulacién con All (p=0,99 para All+PMA24 vs All, fig 2.5) sugiriendo que, en este
tejido, la fosforilacion de ERK1/2 inducida por All sigue una via principalmente
independiente de la PKC. Como control, tenemos que un estimulo de 10 min con
PMA 1 uM fue capaz de inducir fosforilacion de ERK1/2 (p=0,002 para control vs
PMA10), efecto que fue significativamente inhibido luego del pretratamiento
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prolongado con este mismo compuesto (p=0,00074 para PMA10+PMA24 vs
PMA10). Esto confirmé por un lado que las ERK en este tejido pueden ser
fosforiladas por PKC y, por otro, que el pretratamiento prolongado con PMA produjo
efectivamente la deplecidn de esta kinasa.

La participacion de la PKC también fue evaluada utilizando un inhibidor
especifico, la queleritrina. Un pretratamiento de 30 min con 1 uM de este compuesto
tampoco modifico la fosforilacibn de ERK1/2 inducida por All (p=0,35 para la
interacciéon entre los factores preestimulo (QUEL-buffer) y estimulo (All-buffer) y
p=0,000022 para el efecto estimulo, fig 2.6), confirmando de esta manera la casi
completa independencia de la PKC para esta fosforilacion especifica.

2.F - All induce la fosforilacion de ERK1/2 via un aumento de calcio intracelular

Para determinar si la activacion de ERK1/2 por All en adenohipéfisis dependia
de un aumento del calcio intracelular, pretratamos las células con dos quelantes del
calcio intracelular, el 1,2-bis-(0-aminophenoxy)-ethane-N,N,N’,N'-tetraacetic-acid-
tetraacetoxymethyl-ester (BAPTA-AM) y el 3,4,5-trimethoxybenzoic-acid-8-
(diethylamino)-octyl-ester (TMB8). Un preestimulo de 30 min con BAPTA-AM 10 uM
o con TMB8 100 uM redujo significativamente la fosforilacion de ERK1/2 inducida
por All (p=0,019 y p=0,00043 para AII+BAPTA-AM y AII+TMB8 vs Al
respectivamente, fig 2.7.A). Por otro lado, ambos quelantes intracelulares (en un
pretratamiento de 10 min) fueron también capaces de reducir la espiga temprana de
aumento del calcio intracelular que se produce en respuesta a una estimulacién con
All (fig 2.7.B y C), lo que estaria indicando que el aumento del calcio intracelular es
importante en la respuesta de las ERK1/2 a All.

En contraste, cuando se pretraté el cultivo celular por un tiempo corto (7 min)
con el quelante ethylen-glycol-tetraacetic-acid (EGTA, 5 mM) para disminuir
solamente el Ca™ proveniente del medio extracelular, no se inhibi6 la fosforilacion
de ERK1/2 (p=0,99 para AII+EG7 vs All, fig 2.8.A). Un pretratamiento de 1 min con
este quelante no elimind (aunque si redujo) la espiga del aumento de calcio
intracelular inducida por All mientras que disminuyé su concentracion basal (fig
2.8.B). En contraste, un pretratamiento mas largo con EGTA 5 mM (20 min para el
cultivo y 7 min para la suspensién celular), con el objeto de eliminar tanto el calcio

proveniente de los depdsitos internos como el proveniente del exterior celular, redujo
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significativamente la fosforilacion de ERK1/2 (p=0,041 para AH+EG20 vs All) y
elimind la espiga de calcio inducida por All (fig 2.8.C). Estos resultados sefalarian
que la fosforilacion de ERK1/2 que se produce en respuesta a All depende de un
aumento del Ca™" intracelular especialmente proveniente de los depdsitos internos.

2.G - All induce la fosforilacion de ERK1/2 via la activacion de una tirosin-

kinasa de la familia Src

En distintos tejidos, se ha asociado la elevacidén del calcio intracelular con la
activacion de tirosin kinasas, que en muchos casos activan la via conducente a la
fosforilacion de ERK1/2. Con el objeto de detectar la posible activacién de tirosin
kinasas por All en adenohipéfisis, pretratamos las células durante 24 hs con el
inhibidor de tirosin kinasas herbimicina-A 1 pM. Este pretratamiento redujo
parcialmente la fosforilacién de ERK1/2 inducida por All (p=0,0081 para AlI+HE vs
All, fig 2.9).

La activacién de la via de las MAPKs puede darse a través de RTKs o a través
de tirosin kinasas no receptoras. Para determinar la posible participacion de tirosin
kinasas no receptoras de la familia Src, utilizamos un inhibidor mas especifico de
kinasas de esta familia, el PP1. Un pretratamiento de 30 min con PP1 10 uM logré la
completa inhibicion de la fosforilacion de ERK1/2 (p=0,0008 para All+PP1 vs All),
sugiriendo que la activacion de una tirosin kinasa de la familia Src posee un

importante rol en esta accion de All sobre la hipdfisis.

2.H - All induce la fosforilacién de ERK1/2 via la transactivacion del EGFR

Ha sido descripto anteriormente la transactivacion del EGFR por All en otros
tejidos. Para determinar si el EGFR esta involucrado en la fosforilaciéon de ERK1/2
inducida por All en adenohipéfisis, pretratamos las células durante 30 min con un
inhibidor especifico del este receptor, el AG1478 (200 nM). Esta droga logrd reducir
parcialmente la fosforilaciéon de ERK1/2 inducida por All (p=0,0055 para All+AG vs
All, fig 2.10), lo que estaria indicando la parcial dependencia de la transactivacion
del EGFR. Por otro lado este inhibidor fue capaz de bloquear totalmente la
fosforilacion de ERK1/2 inducida por 5 min de EGF 10 ng/ml (datos no presentados).
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2.1 - All induce la fosforilacion de ERK1/2 via la activacion de su kinasa
especifica, la MEK1/2

Finalmente, con el objeto de confirmar la participacion de la kinasa directa de
ERK1/2, la MEK1/2, en la fosforilacién inducida por All en hipd&fisis, se pretratd las
células durante 1 hr con el inhibidor especifico de MEK1/2, el PD98059 (50 uM).
Este pretratamiento logré abolir la fosforilacion inducida por All (p= 0,00061 para
All+PDS vs All, fig 2.11), asi como la inducida por el EGF.
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Figura 2.1: Curva temporal de la estimulacion de ERK1/2 por All. Células adenohipofisarias
en cultivo fueron estimuladas por All 100 nM durante diferentes tiempos. Los resultados se
expresan relativizados a la ERK total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05
respecto del tiempo 0. N=7. Abajo: Western blot representativo con bandas de 42 y 44 kD.
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Figura 2.2: Curva dosis respuesta de la fosforilacion de ERK por All. Células
adenohipofisarias en cultivo fueron estimuladas por diferentes dosis de All durante 5 min.
Los resultados se expresan relativizados a la ERK total y se representan como la media +/-
ES. * p<0,05 respecto del vehiculo. N=6. Abajo: Western blot representativo con bandas de
42 y 44 KD.
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Figura 2.3: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo preestimuladas
durante 24 hs con buffer o 150 ng/ml de PTX y luego estimuladas 5 min con buffer o All 100
nM. C: control con buffer. Los resultados se expresan relativizados a la ERK total y se
representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del preestimulo respectivo. N=6.
Abajo: Western blot representativo.
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Figura 24.A: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo
preestimuladas durante 30 min con buffer o U73122 10 uM y luego estimuladas 5 min con
buffer o All 100 nM. C: control con buffer. Los resultados se expresan relativizados a la ERK
total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. N=4. Abajo:
Western blot representativo. B: Movilizacién del calcio intracelular en una suspension de
células estimuladas con buffer+All o con U73122+All. Los resultados se expresan como
porcentaje de aumento de la [Ca™"]; por sobre los niveles basales, los cuales se calculan a
partir del promedio de los valores obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulaciéon con
All. Primer flecha: buffer o U73122 10 uM. Segunda flecha: All 10 nM. Tercer flecha: KCI 25
mM. N=7
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Figura 2.5: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo preestimuladas

durante 24 hs con PMA 1 uM (P24) y luego estimuladas 5 min con buffer o All 100 nM o 10
min con PMA 1 uM (P10). C: control con buffer. Los resultados se expresan relativizados a
la ERK total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. a: p<0,05
respecto de P10. N=4. Abajo: Western blot representativo.
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Figura 2.6: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo preestimuladas
durante 30 min con buffer o queleritrina 1 uM (QUEL) y luego estimuladas 5 min con buffer o
All 100 nM. C: control con buffer. Los resultados se expresan relativizados a la ERK total y
se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del preestimulo respectivo. N=3.

Abajo: Westemn blot representativo.
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Figura 2.7.A: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo
preestimuladas durante 30 min con buffer, BAPTA-AM (BA) 10 uM o TMB8 (TMB) 100 uM y
luego estimuladas 5 min con buffer o All 100 nM. C: control con buffer. Los resultados se
expresan relativizados a la ERK total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05
respecto del control. a: p<0,05 respecto de All. N=8. Abajo: Westemn blot representativo. B y
C: Movilizacion del calcio intracelular en una suspension de células adenohipofisarias
estimuladas con buffer+All, BAPTA-AM+AII (B) o TMB8+All (C). All: 10 nM, BAPTA-AM: 10
uM, TMB8: 100 uM. Los preestimulos se colocaron 10 min antes de la estimulacién con All.
Flecha: estimulo de All. Los resultados se expresan como porcentaje de aumento de la
[Ca™]; por sobre los niveles basales, los cuales se calculan a partir del promedio de los
valores obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulacion con All. N=8.
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Figura 2.8.A: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo
preestimuladas con buffer o EGTA 5§ mM durante 7 min (EG7) o 20 min (EG20) y
estimuladas los ultimos 5 min con buffer o All 100 nM. C: control con buffer. Los resultados
se expresan relativizados a la ERK total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05
respecto del control. a: p<0,05 respecto de All. N=6. Abajo: Westem blot representativo. B y
C: Movilizacion del calcio intracelular en una suspension de células estimuladas con
buffer+All o EGTA+AIl. El EGTA 5 mM se colocé 1 min (EGTA1, B) o 7 min (EGTA7, C)
antes de la estimulacién con All 10 nM. Los resultados se expresan como porcentaje de
aumento de la [Ca"]; por sobre los niveles basales, los cuales se calculan a partir del
promedio de los valores obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulaciéon con All.

Flecha: estimulo de All. N=7.
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Figura 2.9: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo preestimuladas
durante 24 hs con buffer, Herbimicina-A (HE) 1 uM o PP1 10 uM y luego estimuladas 5 min
con buffer o All 100 nM. C: control con buffer. Los resultados se expresan relativizados a la
ERK total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. a: p<0,05
respecto de All. N=9. Abajo: Western blot representativo.
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Figura 2.10: Fosforilacién de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo preestimuladas
durante 30 min con buffer o AG1478 200 nM y luego estimuladas 5 min con buffer o All 100
nM. C: control con buffer. Los resultados se expresan relativizados a la ERK total y se
representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. a: p<0,05 respecto de All.

N=4. Abajo: Western blot representativo.
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Figura 2.11: Fosforilacion de ERK1/2 en células adenohipofisarias en cultivo preestimuladas
durante 1 hr con buffer o PD98059 (PD9) 50 uM y luego estimuladas 5 min con buffer, All
100 nM o EGF 10 ng/ml. C: control con buffer. Los resultados se expresan relativizados a la
ERK total y se representan como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control. a: p<0,05
respecto de All o EGF. N=7. Abajo: Western blot representativo.
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Figura 2.12: Cascada de transduccion de sefnales propuesta para la activacion de ERK1/2

por All en adenohipdfisis.
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Discusion

La activacion de ERK1/2 por un GPCR es un mecanismo no tan bien dilucidado
como su activacion por un RTK. El mecanismo de transduccién de sefales
involucrado en la fosforilacion de ERK1/2 inducida por All en hipdfisis presenta
similitudes y diferencias con respecto al descripto para otros tipos celulares. Este
tipo de activacion es un fendmeno tejido-especifico y las diferencias pueden estar
relacionadas con un diferente nivel de expresion de los subtipos de receptores o con
una expresion diferencial de los diversos elementos involucrados en el mecanismo
de activacion, dependiendo del tipo celular del que se trate.

En células hipofisarias, describimos por primera vez que la fosforilacién de
ERK1/2 por All es un proceso dosis y tiempo-dependiente que alcanza un maximo a
los 5 min de estimulacion y a una concentracién de 10-100 nM. La concentracion
efectiva 50 (ECso) estimada (1,6 nM) se encuentra en el rango del Kd del receptor
AT1 en hipdfisis (Chen & Printz 1983). 15 min luego de la estimulacion con All, la
fosforilacidn de ERK1/2 retorna a sus niveles basales. Este patron de respuesta es
similar al encontrado en fibroblastos cardiacos (Murasawa et al. 1998a) y en VSMC
(Eguchi et al. 1996). Sin embargo, en las células BAG, la respuesta alcanza un
maximo a concentraciones tan bajas como los 500 pM y vuelve al nivel basal a los
60 min de la estimulacion (Tian et al. 1998). Por otro lado, en fibroblastos CHO que
sobreexpresan al receptor AT1a de rata, All induce una elevacién bifasica de la
actividad de ERK1/2 (Wen et al. 1995).

En hipdfisis el efecto de All fue bloqueado por el antagonista del receptor AT1,
el DUP753, y no por el del receptor AT2, el PD123319, lo que esta indicando que la
fosforilacion de ERK1/2 inducida por All en este tejido esta mediada por AT1.
Resultados similares se encontraron en la mayoria de los tejidos estudiados, con la
excepcion de neuronas neonatales, en las que se encontrdo que ambos receptores
actuan sobre la activaciéon de estas kinasas, aunque de forma opuesta (Huang et al.
1996). En el capitulo anterior observamos que la respuesta de fosforilacion de
ERK1/2 ante All se encuentra alterada en el caso de la hipdfisis tumoral: la
fosforilacion es significativamente menor y mas tardia. Por otro lado, en el
tumor hipofisario, parte de esta respuesta pasa a ser dependiente del subtipo AT2.

El receptor AT1 puede unirse tanto a la proteina Gq como a la Gi (Ohnishi et al.
1992). La activacion de ERK1/2 por All en hipdfisis resultd ser insensible a PTX y
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suprimida por un inhibidor de la PLC-B, el U73122. En conjunto estas observaciones
indican que, en este tipo celular, el receptor AT1 transduce su senal a través de una
proteina Gq insensible a PTX (como en el caso de las VSMC (Eguchi et al. 1996),
(Tian et al. 1998)) y no a través de una Gi (como en las células hepaticas C9 (Shah
& Catt 2002)).

El U73122 también fue capaz de evitar la espiga de calcio intracelular inducida
por All, como era de esperarse para un inhibidor de la PLC. Sorprendentemente,
esta droga produjo por si misma un incremento agudo del calcio por un lado y la
eliminacion del aumento resultante de la despolarizacion de membrana inducida por
el KCl. Se ha descripto anteriormente que el U73122 era capaz de promover un
aumento del calcio intracelular debido a un bloqueo de las bombas recuperadoras de
calcio del reticulo responsables de mantener una baja concentracién citopiasmatica
de este catién (De Moel et al. 1995). Sin embargo, este inhibidor también es capaz
de bloquear canales de entrada de calcio de membrana y canales del reticulo
sensibles a IP3 en forma independiente a la inhibicion de la PLC (Puicinelli et al.
1998). Estos resultados estarian alertando acerca de que el U73122 podria no ser
selectivo a las concentraciones requeridas para un bloqueo maximo de la PLC.
Alternativamente, esta selectividad podria depender del tipo celular del que se trate.

Ya ha sido descripto anteriormente que la PLC en hipdfisis induce la activacion
de la PKC a través de un aumento del DAG (Suarez et al. 2002), y que receptores
acoplados a proteina Gq pueden en algunos casos fosforilar a ERK1/2 a través de
una activacion de la PKC (van Biesen et al. 1996). Esta kinasa en principio activaria
a ERK1/2 estimulando la fosforilacion del EGFR, io que induce la subsecuente
activacion de la via de las Ras-Raf-Mek-Erk (Shah & Catt 2002). Considerando estos
antecedentes decidimos evaluar la hipotesis de que All fuera capaz de inducir la
fosforilacion de ERK1/2 en hipdfisis via la PKC. Sin embargo, nuestros resultados
muestran claramente que la deplecién de la PKC por un tratamiento prolongado con
PMA, o un pretratamiento con el inhibidor especifico de esta kinasa, la queleritrina,
no afectd la activacion de ERK1/2.

Nuestros datos apuntan a una via principalmente PKC-independiente en la
activacion de ERK1/2 por All en la hipdfisis. Esto contrasta con resultados obtenidos
en células hepaticas (Shah & Catt 2002), células BAG (Tian et al. 1998) y céluias
CHO que expresan el receptor AT1 (Arai & Escobedo 1996). Otros estudios sin
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embargo indican que seria el calcio, y no la PKC, el que jugaria un rol fundamental
en la activacion de ERK1/2 por All. Esto fue observado en miocitos cardiacos y en
VSMC (Eguchi et al. 1996), (Murasawa et al. 1998b), (Zou et al. 1996), (Sadoshima
et al. 1995). Nuestro siguiente paso fue entonces determinar el rol del caicio en
nuestra via de senalizacion.

Los quelantes intracelulares de calcio como el BAPTA-AM y el TMBS, asi como
una exposicion prolongada al quelante extracelular EGTA, evitaron la espiga de
aumento de calcio intracelular inducida por All y redujeron significativamente la
fosforilacion de ERK1/2. Por otro lado, un pretratamiento mas breve con EGTA, que
sélo elimina el influjo de calcio desde el exterior celular sin depletar los depdsitos
internos, no evitdé un aumento en los niveles de ERK1/2 fosforilada ni elimind la
espiga de calcio en respuesta a All. Estos resultados corroboran la hipétesis de que,
en hipdfisis, el aumento del calcio intracelular es un elemento clave en la
fosforilacion de ERK1/2 mediada por All y sugieren, ademds, que seria el
proveniente de los depdsitos internos (regulados por IP3) el principal involucrado en
esta respuesta.

La estimulacion con All ha sido asociada con la transactivacion de RTKs y la
activacion de tirosin-kinasas no receptoras (Touyz & Berry 2002), (Yin et al. 2003).
En nuestro trabajo, el pretratamiento con Herbimicina A, un inhibidor de tirosin-
kinasas, disminuyé el aumento de ERK1/2 fosforilada mientras que un inhibidor mas
especifico para la familia Src, el PP1, practicamente abolio esta fosforilacion. Esto
indica que una kinasa de esta familia, posiblemente la cSrc, estaria involucrada en la
activacién de ERK1/2 inducida por All en hipdfisis. Varios estudios enfatizan la
importancia de la cSrc en la via de sefalizacion de All hacia ERK1/2, como es el
caso en fibroblastos cardiacos (Murasawa et al. 1998b) y en VSMC (Eguchi et al.
1996). Nuestros resultados concuerdan con lo observado en VSMC provenientes de
ratones transgénicos deficientes en la cSrc, en los que se describe una disminucion
de la actividad de ERK1/2 mediada por All (Ishida et al. 1998).

Por otro lado observamos que la inhibicion especifica del EGFR en hipdfisis
producida por el AG1478 fue capaz de atenuar la activacion de ERK1/2 inducida por
All. Existe actualmente abundante evidencia de la transactivacién de RTKs por
GPCRs (Saito & Bradford 2001), (Luttrell ef al. 1999). Este mecanismo ha sido
descripto en fibroblastos cardiacos (Murasawa et al. 1998a), VSMC (Eguchi et al.
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1998) y en células hepaticas C9 (Shah & Catt 2002). Inclusive se lo ha asociado con
un aumento del calcio intracelular y con la activacion de ERK1/2. Sin embargo, la
inhibicién observada en nuestros experimentos por el AG1478 no fue completa sino
parcial, lo que nos esta indicando que en nuestro tejido la activacion de ERK1/2 por
All no dependeria por completo de esta transactivacion. Lo mismo sucederia en el
caso de las VSMC (Eguchi et al. 1998).

Los experimentos que realizamos con herbimicina-A, PP1 y AG1478 no
alteraron la movilizacibn de calcio intracelular inducida por All (datos no
presentados), por o que proponemos que el aumento de este catidn en
adenohipdfisis es previo a la activacion de las tirosin kinasas. Por otro lado,
obtuvimos una inhibicion total bloqueando especificamente a una tirosin kinasa de la
familia Src mientras que sélo una parcial haciendo lo propio con el EGFR, lo que
sugiere que la activacion de una tirosin kinasa no receptora es previa a la
transactivacion del receptor. La elevacion citoplasmatica del calcio puede activar
tirosin kinasas calcio-dependientes como la PyK2 o la CADTK. A su vez, se postula
que la PyK2 es capaz de acoplarse y activar la cSrc en VSMC luego de una
estimulacion con All, y ésta inducir a su vez la transactivacion del EGFR (Eguchi et
al. 1999). Aunque serian necesarios nuevos experimentos para determinarlo, es
posible que esta interaccién se esté produciendo también en hipdfisis.

En base a estos resultados, postulamos el esquema presentado en la fig 2.12
como la posible cascada de sefiales que se produce en el lactotropo en respuesta a
All y que induce la fosforilacion y consecuente activacion de ERK1/2. La induccion
del receptor AT1 por All activaria a una proteina Gq, ésta a la PLC-B que elevaria los
niveles de IP3 y éstos inducirian a su vez la liberaciéon de calcio del reticulo
sarcoplasmico. Ei aumento del calcio intracelular activaria tirosin kinasas sensibles a
este cation, como la Pyk2, las cuales fosforilarian a la cSrc, activandola. Esta tirosin
kinasa no receptora seria la responsable directa de la transactivacion del EGFR, el
cual, a través de las proteinas adaptadoras Grb2 y SOS, encenderia a su vez la
cascada Ras-Raf-Mek que conduce finalmente a la fosforilacion de ERK1/2.
Alternativamente, la cSrc podria estar también activando a Ras, como se postula en
otros sistemas (Naor et al. 2000), a través de un reconocimiento entre tirosinas
fosforiladas de la cSrc y sitios Sh2 de la Grb2.
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En resumen, el presente trabajo demuestra por primera vez que, en células
hipofisarias, All induce la cascada de las MAPKs conducente a la activacion de
ERK1/2 principalmente por un mecanismo asociado a una proteina Gq Yy
dependiente de la PLC-B, el caicio y la cSrc. Por otro lado, la respuesta de
senalizacién de All involucra también la transactivacién del EGFR. Cuando se
consideran los resuitados presentes en la bibliografia, resuita evidente que las vias
de sefalizacion que conducen del receptor AT1 a la fosforilacion de ERK1/2 y el rol
relativo de la PKC y el caicio en esta cascada de sefales varian considerablemente
entre los diferentes tipos celulares en un mismo organismo. Esto se corresponderia
con las multiples vias que pueden converger en las ERK1/2. El mecanismo utilizado
por un determinado receptor para estimular a ERK1/2 dependeria de los
componentes enzimaticos que estan siendo expresados por ese tipo celular en
particular.

Concluyendo, podemos decir que el esclarecimiento del mecanismo de accion
de All sobre la activacion de las ERK1/2 en hipdfisis puede aportar a la comprension
de aspectos criticos del péptido en esta glandula, como la proliferacién y la
angiogénesis, que estan a su vez muy relacionados con los procesos tumorigénicos.

Gran parte de los resultados de este capitulo han sido publicados en
Am.J.Physiol.(Endocrinol.Metab.) (2003) 285 (3) E645:E653.
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PARTE ll: DEHIDROEPIANDROSTERONA (DHEA)
INTRODUCCION

1 - Generalidades

La dehidroepiandrosterona (DHEA) y su principal metabolito, la
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-S), son los esteroides de mayor
concentracion en el plasma humano. Sin embargo, el rango de concentraciones
normal encontrado en la poblacion, aun dentro de grupos homogéneos en cuanto a
sexo y edad, es muy amplio. En la mujer normal, las concentraciones sanguineas de
DHEA-S se encuentran alrededor de los 5 uM. Sin embargo, se han encontrado
niveles significativamente menores en pacientes portadores de diferentes tipos de
cancer, desérdenes cardiovasculares, diabetes mellitus y enfermedades
autoinmunes. Por otro lado, se ha propuesto a DHEA como una hormona que
participa de la prevencion del envejecimiento y de la adaptacion del organismo al
estrés, previniendo enfermedades asociadas. En roedores, la concentracion
sanguinea normal es bastante menor que en humanos. Se postula que DHEA y
DHEA-S son interconvertibles en sangre, siendo la forma no sulfatada la mas activa
y la DHEA-S el reservorio de mayor vida media, aunque muchos de los estudios de
cuantificacién sérica no discriminan entre ambas.

DHEA es sintetizada principalmente en la glandula suprarrenal a partir de la
pregnenolona por accién del citocromo P450-C17 (17a-hidroxilasa, 17-20-liasa) con
requerimiento de NADPH (fig I.1). Posteriormente puede ser transformada
localmente en varios tejidos a 7a-hidroxidehidroepiandrosterona (OH-DHEA) por la
a-hidroxilasa CYP7B, a androstenediona (ADIONA) por la 3B-dehidrogenasa de
hidroxiesteroides (3B-HSD) o a androstenediol (ADIOL) por la 17B-HSD. Ambos
derivados androgénicos pueden metabolizarse a testosterona por medio de estas
mismas enzimas. Finalmente, la androstenediona y la testosterona pueden a su vez
convertirse respectivamente en Ilos estrégenos estrona y estradiol por medio de la
P450 aromatasa. Por lo tanto, DHEA es una molécula precursora tanto de
androgenos como de estrégenos.

No se conocen receptores especificos para DHEA, por lo que aun esta en
discusion si se la puede considerar una hormona o no. Sin embargo, se postula que
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puede actuar tanto sobre receptores estrogénicos como androgénicos, mientras que
no seria capaz de hacerlo sobre los de glucocorticoides. Por otro lado, parece haber
un considerable grado de variacion especie- y tejido-especifica en cuanto al tipo de
receptor que actia en cada caso. En la glandula mamaria de la rata, DHEA ejerce su
accion via receptores androgénicos (Gatto ef al. 1998), (Sourla et al. 1998) mientras
que en algunas lineas celulares de cancer mamario humano se reporté que actuaria
tanto sobre receptores estrogénicos (Maggiolini et a/. 1999) como androgénicos
(Boccuzzi et al. 1993). Se ha sugerido asimismo que el medio ambiente hormonal
también determinaria el tipo de receptor por medio del cual DHEA ejerce su efecto
(Ebeling & Koivisto 1994), (Boccuzzi et al. 1992).

Ademas de la glandula adrenal, otros érganos son también productores de
DHEA y de sus derivados, entre ellos, las gonadas y el sistema nervioso (Akwa ef al.
1992). La liberacion de esta hormona sigue un patron de tipo circadiano, con un pico
previo a la fase de mayor actividad del animal, que en los roedores coincide con el
atardecer. En el humano, es el principal producto de la adrenal fetal, pero su
produccién declina rapidamente luego del nacimiento. Los niveles sanguineos se
mantienen bajos durante toda la infancia, retornan a valores significativos en la
pubertad, alcanzan su pico maximo a los 25-30 afios y luego decaen gradualmente
con la edad hasta alcanzar un 5-10 % del maximo alrededor de los 70-80 afios
(Hinson & Raven 1999). Este patron de secrecion temporal contrasta con los de
otras hormonas adrenales que no presentan cambios tan significativos con la edad e
implica que, aunque ACTH puede estimular su produccion, no debe ser su unico
factor regulador. Sin embargo, aun no se ha encontrado otro que actue

especificamente sobre DHEA.
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Figura II.1: Principales vias metabdlicas de DHEA

DHEA es sintetizada a partir de la pregnenolona por accion de la 17a-hidroxilasa. Esta
puede ser a su vez transformada en androstenediona por la 38-HSD y posteriormente en
testosterona por la 17B-HSD. Ambos andrégenos pueden convertirse en los estréogenos

estrona y estradiol respectivamente por medio de la P450 aromatasa.
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2 - DHEA y tumores

DHEA ha demostrado tener efectos benéficos de tipo inhibitorio sobre Ia
promocion y progresion de diferentes tipos de tumores experimentales en una gran
variedad de organos. Se ha descripto que, cuando se la administra en dosis
farmacologicas y tiempos prolongados, DHEA puede inhibir parcialmente procesos
tumorigénicos en piel, pulmén, higado, colon, mama y préstata.

En mujeres con cancer mamario, se detectaron niveles sanguineos de DHEA y
de DHEA-S menores a los normales, junto con una menor excrecidon de sus
catabolitos (Hinson & Raven 1999). Por oftro lado, en modelos de carcinoma
mamario de rata inducido por la metilnitrosourea se observé una inhibicién del
crecimiento tumoral producida por este esteroide (Lubet et al. 1998). La
administracion dietaria de DHEA demostrd ser un potente inhibidor del desarrollo de
cancer de prostata inducido por andrégenos en ratas Wistar (Rao et al. 1999).

En ratones A/J, este esteroide inhibe la aparicion de tumores de pulmén
inducidos por el dimetilbenzantraceno (Schwartz & Tannen R.H. 1981). En los Balb/c
reduce la tasa de aparicion de tumores de colon inducidos por dimetilhidrazina (Nyce
et al. 1984), mientras que en la cepa CD-1, la aplicacidon tépica de DHEA inhibe el
desarrollo de papilomas y carcinomas cutaneos inducidos por el
dimetilbenzantraceno (Schwartz et al. 1989), (Pashko et al. 1985), (Pashko ef al.
1984). En linfocitos humanos, DHEA es capaz de inhibir la transformacién
morfoldgica y el aumento de la sintesis de DNA inducidos por el virus de Epstein-
Barr (Henderson et al. 1981).

La capacidad de DHEA de inhibir en forma no competitiva a la glucosa-6-
fosfato-deshidrogenasa (G6PDH) y la via de las pentosas puede ser clave para su
accion antimitética y antitumoral al reducir la disponibilidad celular de NADPH
(Gordon et al. 1987). Aparentemente, algunos pasos criticos del proceso de
iniciacion (activacion de carcindgenos) y promocion (aumento de la tasa de
proliferacion y formacion de superdxidos) tumoral dependen del aporte de este
reductor intracelular (Schwartz et al. 1986). También seria de importancia la
capacidad antioxidante de DHEA al disminuir en forma inespecifica los radicales
libres del medio ambiente celular y aumentar en forma especifica la proliferacion de
peroxisomas y enzimas asociadas (Prough ef al. 1994).
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Todos estos datos presentarian a DHEA como una especie de panacea
antitumoral. Sin embargo, también se le han descripto acciones de tipo estrogénico
que podrian ser estimuladoras de ciertos tipos de tumores estrogeno-dependientes,
como algunos tumores ovaricos o mamarios. Al respecto se ha descripto que un
tratamiento cronico con este esteroide puede inducir proliferacion celular en algunas
lineas celulares de cancer mamario humano sensibles a estrégenos (Maggiolini et al.
1999). En algunos casos DHEA demostro ser uterotréfica (Nephew et al. 2000), lo
que también podria estar relacionado con una accion estrogénica. Por otro iado,
DHEA suministrada a ratas en dosis farmacolégicas puede inducir hiperpiasia de
glandulas sebaceas (Sourla et al. 2000) y carcinogénesis hepatica (Rao et al. 1992).
Este ultimo efecto posiblemente esté relacionado con la induccién de una gran
proliferacion de peroxisomas y de varias de sus enzimas asociadas, incluyendo la
citocromo P450, la NADPH-P450 oxidoreductasa y la palmitoil coenzima A oxidasa
(Prough et al. 1994).

3 - DHEA y enfermedades cardiovasculares

Ha sido descripto que el nivel de DHEA-S sanguineo esta inversamente
relacionado con la posibilidad de muerte por enfermedad cardiovascular,
especialmente en hombres mayores de 50 afos (Hinson & Raven 1999). DHEA
mostro tener también accion de tipo protector revirtiendo la disminucién de la funcién
cardiaca y hepatocelular producida ante casos de hemorragia traumatica (Jarrar et
al. 2000), efecto que estaria mediado por receptores estrogénicos. DHEA también
tendria efecto preventivo en la arterioesclerosis y la hipertension (Obut 1998),
(Homma et al. 1998).

4 - DHEA y diabetes

Como antioxidante, DHEA es capaz de reducir los dafos producidos por los
altos niveles de radicales libres presentes en la hiperglucemia diabética. Los
sinaptosomas aislados de pancreas de ratas tratadas con estreptozotocina reducen
los niveles de peréxido de hidrogeno, de iones hidroxilo y superdxido y de otras
especies reactivas del oxigeno cuando a estas ratas se las trata previamente con
DHEA (Aragno et al. 1999), posiblemente debido a la induccion de peroxisomas y
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enzimas peroxisomales. Este esteroide también restaura los niveles normales de
glutatién reducido y de acidos grasos insaturados de membrana, asi como la
actividad de la Na'/K* ATPasa. Esto trae como consecuencia una mayor
preservacion de las células B pancreaticas y una mayor liberacion de insulina.

En ratas genéticamente diabéticas tratadas con DHEA antes de Ia aparicion de
la enfermedad, esta hormona suprime la hiperglucemia, preserva la estructura y
funcién de las células pancreaticas y aumenta la sensibilidad a la insulina (Ladriere
et al. 1997). En cultivos celulares de rifidon de rata, DHEA reduce la peroxidacion
lipidica y las alteraciones del crecimiento inducidas por los altos niveles de glucosa

sanguinea (Brignardello et al. 2000).

5 - DHEA y obesidad

DHEA tiene el efecto de reducir el peso corporal, los depdsitos de grasa, la
hiperfagia, la hiperlipidemia y los altos niveles de leptina e insulina séricos
producidos espontaneamente en ratas Zucker genéticamente obesas (Richards et al.
2000), (Abadie et al. 2000), (Gansler et al. 1985), (Muller & Cleary 1985). DHEA
revierte el aumento de la adiposidad corporal inducido por la ovariectomia (Mauriege
et al. 2000) y reduce el asociado al envejecimiento (Han et al. 1998). Sin embargo,
por otro lado este esteroide adrenal también protege de la pérdida de peso corporal
inducida por el estrés de una inmobilizacion sostenida (Hu et al. 2000).

Desde el punto de vista metabdlico, se ha descripto que DHEA es capaz de
estimular en el adipocito la expresion de resistina, una proteina involucrada en la
reduccion de la adipogénesis y de la masa de tejido graso a través de una inhibicion
de la diferenciacion adipocitaria (Kochan & Karbowska 2004). Por otro iado, este
esteroide produce en adipocitos e higado una reduccién de la lipogénesis como
resultado de la inhibicion de la acido graso sintetasa y una reduccion de la
disponibilidad de poder reductor (Parente & Berdanier 1993) mientras que
incrementa la produccion de calor al inducir enzimas termogénicas como la G3PDH
y la enzima malica (Shepherd & Cleary 1984), (Lardy ef al. 1995).

En el tejido muscular, DHEA aumenta la sintesis proteica (Parente & Berdanier
1993) y en el tejido adiposo de ratas hembra se ha observado in vitro que la DHEA-S
produce una disminucién en la secrecion de LEP (Pineiro et al. 1999), hormona que
inhibe la ingesta. Sin embargo, el efecto de DHEA sobre la ingesta aun no esta
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demasiado claro, se ha reportado tanto que la disminuye como que no la modifica
(Cleary 1991), (Richards et al. 2000). Todo lo anteriormente descripto sobre la
accion de DHEA la define como un esteroide con efectos adelgazantes, o que ha

sido y continua siendo muy promocionado en la actualidad.

6 - DHEA y sistema neuroenddécrino

En el sistema nervioso de los vertebrados las concentraciones presentes de
DHEA y DHEA-S son abundantes. Sin embargo, mientras que a nivel sistémico la
DHEA es la forma mas activa, a nivel central lo seria la DHEA-S, funcionando como
neuroesteroide. En este tejido DHEA es producida en neuronas y en astrocitos, pero
no en oligodendrocitos (Zwain & Yen 1999a), (Zwain & Yen 1999b) y actua
principalmente a través de la modulaciéon de receptores de neurotransmisores. En
este sentido, se propone que activaria los glutamatérgicos NMDA e inhibiria a los
gabaérgicos. Dentro de las acciones de DHEA en el SNC, se la ha propuesto como
estimuladora de la neurogénesis en hipocampo de rata y protectora ante la accién
deletérea de la corticosterona (Karishma & Herbert 2002), (Kimonides et al. 1999) y
el estrés oxidativo (Bastianetto ef al. 1999). Estos efectos pueden estar relacionados
con otros descriptos en relaciéon con la facilitacion de la memoria y el aprendizaje
(Wolf & Kirschbaum 1999), (Frye & Lacey 1999). DHEA también seria inductora de
una sensacion de bienestar general (Arit ef al. 2000), (Valtysdottir et al. 2003) y
tendria influencias sobre el registro electroencefalografico durante el suefio no-REM
(Schiffelholz et al. 2000).

La DHEA-S estimula en forma dosis-dependiente la secrecion de melatonina
por parte de la glandula pineal (San Martin & Touitou 2000) y la DHEA modifica en
adenohipdfisis su produccion y secrecion hormonal (Simard et al. 1988), (Simard &
Labrie 1987). Por otro lado, en un estudio prospectivo realizado en pacientes adultos
sanos, la administracion de DHEA indujo un aumento en la IGF-1 sanguinea
(Vermeulen 1997), (Pei & Melmed 1997), lo que fue también observado en ratas
(Mcintosh et al. 1999).

7 - DHEA y sistema reproductivo

Ademas de los efectos uterotréficos ya descriptos, DHEA en algunos casos
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induce en la rata una pérdida de la ciclicidad y estimula la produccién de quistes
ovaricos, dando origen al sindrome de ovario poliquistico (Knudsen ef al. 1975),
(Ward et al. 1978). En algunos casos, esto puede estar asociado a la proliferacion y
maduracion de mastocitos ovaricos (Parshad & Batth 1999). En el modelo de rata
con sindrome de ovario poliquistico, DHEA es capaz de estimular la produccion de
IGF-1 por parte de las células de la granulosa tanto in vivo como in vitro (Yan et al.
1997). El aumento de IGF-1 induciria una mayor proliferacion de este tipo celular, lo
que llevaria consecuentemente a una mayor liberacion estrogénica. Esto puede en
parte ser la causa del hiperestrogenismo observado en estas ratas luego de la
administracion crénica de DHEA. Debido a estos efectos estrogénicos, se ha
propuesto a DHEA como un efectivo agente para terapias de reemplazo hormonal

en mujeres postmenopausicas.

8 - DHEA e inmunidad

Se ha observado una disminucion de los niveles de DHEA y DHEA-S en la
mayoria de las enfermedades autoinmunes (Toth & Horvath 2002), (Merrill et al.
1996). En este sentido, se encontraron efectos benéficos de DHEA sobre el
desarrollo del lupus eritematoso sistémico (Van Vollenhoven RF. 2002) y la
miastenia gravis (Duan ef al. 2003). Por otro lado, se detectaron menores niveles
sanguineos de DHEA-S en mujeres en edad fértil con esclerosis sistémica (La
Montagna et al. 2001) y en pacientes con artritis reumatoidea (Cutolo et al. 2002).
También se describi6 a DHEA como benéfica en el tratamiento de cierto tipo de
alergias (Yu et al. 2002) y se la ha propuesto incluso como inhibidora de la
replicacion y reactivaciéon del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1)
resistente a AZT en lineas celulares cronicamente infectadas (Yang et al. 1994) y en
cultivos linfocitarios humanos (Henderson et al. 1992).

9 - DHEA y estrés

Se ha propuesto a DHEA como una hormona que participa de la adaptacion del
organismo al estrés, previniendo enfermedades asociadas como la arterioesclerosis,
hipertension, diabetes, alergias, inmunodeficiencias y cancer (Obut 1998). En ratas
con estrés inducido por una inmovilizacién sostenida, DHEA revierte la pérdida de
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peso y el aumento de la peroxidacion lipidica hepatica inducida por el estimulo
estresante (Hu et al. 2000). En ratas tratadas con corticosterona, implantes
subcutaneos de DHEA son capaces de revertir el aumento de triglicéridos e
hidroperdxidos lipidicos en sangre y en higado (Mcintosh et al. 1999). Por otro lado,
en células de hipocampo de rata en cultivo, DHEA tiene un efecto protector ante el
estrés oxidativo inducido por el agua oxigenada y el nitroprusiato de sodio
(Bastianetto et al. 1999). En este modelo, DHEA también es capaz de atenuar
respuestas asociadas al estrés inducido por los glucocorticoides (Kimonides et al.
1999), (Herbert 1998).

10 - Utilizacion actual de DHEA

La marcada caida de las concentraciones séricas de DHEA que se produce
con la edad, junto con evidencias que demuestran que su nivel en plasma se
encuentra significativamente disminuido en diferentes condiciones patoldgicas
(Kroboth et al. 1999) llevd a algunos investigadores a definir el “sindrome de
deficiencia de DHEA” y a proponer una ‘“terapia de reemplazo hormonal’,
especialmente en personas de edad (Morales et al. 1994), (Hinson & Raven 1999).
Se han realizado numerosos estudios, tanto en animales como en humanos, para
determinar si la administracion de esta hormona podria ser util en la prevencion de la
aparicion estos desérdenes. Debido a sus efectos estrogénicos, también se ha
propuesto a DHEA como un efectivo agente para terapias de reemplazo hormonal
en mujeres postmenopausicas.

Toda la gran cantidad de bibliografia existente acerca de las supuestas
acciones benéficas de DHEA condujo a que, actualmente, en los Estados Unidos se
la publicite como una panacea antitumoral y como la “hormona de la juventud”
(Hinson & Raven 1999) (fig 11.2), preventiva de muchas enfermedades asociadas con
el envejecimiento, incluso la osteoporosis (Higdon et al. 2001). En ese pais se la
puede encontrar ampliamente disponible al publico en general vendiéndose como
suplemento dietario sin necesidad de prescripcién médica. También se producen
“cocteles” que supuestamente aumentan su produccién en sangre.

Sin embargo, la accion biologica y terapéutica de DHEA hasta el momento es

controvertida y no existe un total consenso acerca de los posibles beneficios de una
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terapia de reemplazo hormonal con este esteroide. Los pacientes
adrenalectomizados tratados solamente con corticosteroides, pero no con DHEA, no
presentan patologias aparentes. Por otro lado, se duda aun de su real efecto
benéfico a nivel clinico y de los posibles efectos secundarios que pueda tener su uso
prolongado (Nippoldt & Nair 1998). Aunque DHEA parece ser un inhibidor de la
proliferacion celular in vivo e in vitro, su propia actividad hormonal y otras acciones
de tipo deletéreo que posee podria limitar su utilizacion en la quimioprevencion.

Debido a los efectos secundarios indeseados que presenta (especialmente
observados a dosis farmacoldgicas y a tiempos prolongados) y a su rapida
metabolizacion por parte del higado, se estudia la posibilidad de administrar
terapéuticamente esteroides sintéticos simil-DHEA. Existen analogos que no
inducirian hipertrofia hepatica y uterina, como la 16-a-fluoro-5-androsten-17-ona o la
16-a-fluoro-5a-androstan-17-ona (Schwartz ef a/. 1989), (Schwartz et al. 1988) y
precursores con una menor metabolizacién hepatica como Ia diosgenina (Scott et al.
2000).

Las controversias existentes en la bibliografia acerca del rol terapéutico de
DHEA en diferentes tipos de tumores y de las acciones estrogénicas que se le
describen en algunos casos, nos indujeron a estudiar el efecto de este esteroide en
nuestro modelo de tumor hipofisario inducido por estrégenos. Por lo tanto, en la
segunda parte de esta tesis abordamos el estudio de un tratamiento crénico con
DHEA sobre nuestro modelo, considerando sus efectos sobre los parametros que
consideramos mas interesantes en esta patologia. Finalmente, y en base a los
resultados obtenidos, nos propusimos analizar en forma mas directa la accion de

DHEA a nivel hipofisario.
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CAPITULO 3:
Efecto del tratamiento in vivo con dehidroepiandrosterona (DHEA) en un
tumor hipofisario inducido por estrégenos

Como mencionaramos anteriormente, en los Ultimos afios ha habido un fuerte
resurgimiento del interés en DHEA debido a que se le han descripto acciones
pleiotrépicas sobre varios organos y sistemas de tipo antitumoral y rejuvenecedor.
Cuando se administra DHEA a dosis farmacoldgicas y tiempos prolongados, puede
inhibir parcialmente la carcinogénesis experimental en una gran variedad de tejidos.
Este esteroide también fue descripto como antioxidante y protector contra
desdrdenes cardiovasculares, diabetes mellitus, obesidad, osteoporosis, estrés y
enfermedades autoinmunes. Incluso se ha propuesto a DHEA como inhibidora de la
replicacion y reactivacion del virus HIV-1. En el sistema nervioso central, se le
adjudicaron efectos benéficos sobre procesos cognitivos y comportamentales.

Sin embargo, como ya comentamos también existe bibliografia que la describe
como inductora de hipertrofismo hepatico y uterino, de la proliferacién celular en
algunas lineas celulares de cancer mamario sensibles a estrégenos, y del desarrollo
de ovarios poliquisticos. Ademas, DHEA puede aumentar los niveles séricos de
estradiol, testosterona y prolactina.

Hasta el momento no se habia evaluado la accion de DHEA sobre el tumor
hipofisario. Los escasos efectos descriptos sobre esta glandula son de tipo
estrogénico e incluso bloqueables por antiestrégenos. Entre ellos se encuentra la
capacidad de inducir un aumento del contenido celular de PRL y GH (Simard et al.
1988), un aumento de la secrecion de LH en respuesta a GnRH (Simard & Labrie
1987) y una disminucién de la liberacion de DA por parte de neuronas
dopaminérgicas del nucleo arcuato (Garcia de Yebenes ef al. 1995). Por otro lado,
se ha descripto una capacidad de DHEA de revertir en adenohipdfisis la caida que
se produce en los niveles del RNAm de POMC con el envejecimiento (Givalois et al.
1999).

Sobre la base del amplio rango de actividad anticarcinogénica descripta para
DHEA en modelos animales in vivo y de datos que sugieren una actividad
antiproliferativa in vitro sobre células transformadas, y considerando ademas el

hecho de que en muchos casos se le han descripto efectos opuestos de tipo
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proliferativo y estrogénico, consideramos interesante estudiar en este capitulo el
efecto de un tratamiento crénico in vivo con DHEA sobre nuestro modelo de
hiperplasia hipofisaria inducida por estrégenos ya descripto anteriormente.
Especificamente, evaluamos su accién sobre el peso corporal, el peso hipofisario, el
ciclo estral de la rata hembra y los niveles hormonales de PRL, GH, IGF-1 y leptina

(LEP) durante el tratamiento.



Resultados

3.A - Efecto de la DHEA sobre el peso corporal

El tratamiento crénico de 7 sem con el estrégeno sintético DES redujo
significativamente el peso corporal de las ratas, desde la primera semana en
adelante (p=0,000028 para T vs C en la 1er sem, fig 3.1). Al final del tratamiento, el
grupo tumor mantuvo una reduccidn significativa respecto del control mientras que
su tratamiento con DHEA revirtié leve pero significativamente este efecto (p=0,0059
para T+DHEA vs T). En la quinta y séptima semana de tratamiento, DHEA per se
también produjo una leve pero significativa pérdida de peso corporal (p=0,04 para
DHEA vs C en la 7ma sem).

3.B - Efecto de la DHEA sobre la hiperplasia adenohipofisaria

El tratamiento con estrégenos aumenté significativamente el peso de la
hipdfisis anterior (relativizado al peso corporal total) respecto del control (p=0,00017
para T vs C, fig 3.2.A) lo cual, por estudios histopatoldégicos anteriores (ver capitulo
anterior), se sabe que se corresponde con una hiperplasia e hipertrofia de
lactotropos. Los resultados del ANOVA indican que el tratamiento con DHEA fue
capaz de revertir parcialmente esta hiperplasia (P=0,045 para T+DHEA vs T),
aunque DHEA per se también indujo en cierto grado un aumento del peso hipofisario
(p=0,001 para DHEA vs C). Similares resultados se obtuvieron cuando se
compararon los pesos hipofisarios absolutos (datos no presentados). En cuanto al
peso de las glandulas adrenales, utilizadas como tejido control, no se observd un

efecto significativo en ninguno de los casos (fig 3.2.B).

3.C - Efecto de DHEA sobre los niveles de PRL sérica

Al final del tratamiento (séptima semana), los niveles hormonales se analizaron
estadisticamente por separado debido a la diferencia en la toma de las muestras. En
esta semana se sacrificaron los animales por decapitacién y se obtuvo sangre
troncal. Todas las muestras anteriores fueron tomadas, en cambio, por extraccion de

vena yugular bajo anestesia con éter. Esta diferencia en la toma de muestras explica
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los menores niveles de PRL sérica observados en todos los grupos en la séptima
semana de tratamiento con respecto a las semanas anteriores (36 ng/ml vs 8 ng/ml
para los controles de la 6ta y 7ma semana respectivamente).

El tratamiento del grupo tumor con DHEA mostré una reversion significativa de
la hiperprolactinemia desde la cuarta semana en adelante (p=0,0046 para T+DHEA
vs T en la 4ta sem, fig 3.3.A), diferencia que se mantuvo al finalizar el tratamiento
(p=0,00003 para T+DHEA vs T en la 7ma sem, fig 3.3.B). El tratamiento del grupo
control con DHEA produjo una respuesta de tipo bifasico, con una primera etapa de
elevacion de la PRL sérica que llego a ser significativa en la tercer y cuarta semana
(p=0,00048 y p=0,045 para DHEA vs C en la 3er y 4ta sem respectivamente) y una
posterior caida hasta niveles cercanos al control en la sexta semana. Sin embargo,
el analisis de los datos de la séptima semana de tratamiento indicé que los niveles
eran aun significativamente mas altos respecto del control (p=0,038 para DHEA vs
C).

3.D - Efecto de la DHEA sobre los niveles de GH, IGF-1 y LEP séricas

Todos los tratamientos elevaron significativamente los niveles de GH séricos
con respecto a los controles sin tratar de la primera a la quinta semana (p<0,02 para
todos los tratamientos respecto de su control respectivo, fig 3.4.A). Durante el
tratamiento, DHEA no fue capaz de revertir los altos niveles de GH sanguineos
alcanzados en el tumor. En la séptima semana de tratamiento por otro lado, cuando
las muestras se obtuvieron por decapitacioén, los valores de GH sérica fueron para
todos los grupos mayores a los obtenidos bajo anestesia con éter (7 ng/ml vs 36
ng/ml para los controles de la 6ta y 7ma semana respectivamente). Sin embargo, en
esta semana las diferencias alcanzadas entre los distintos grupos no llegaron a ser
significativas (p de ANOVA= 0,47, fig 3.4.B).

Los niveles de IGF-1 séricos se vieron disminuidos en el grupo tumor desde la
primer semana en adelante, llegando estas diferencias a ser significativas en la
primera, segunda, cuarta y quinta semana (fig 3.5.A). El tratamiento de los tumores
con DHEA no revirtié este efecto del DES, y la DHEA por si misma no modifico
significativamente los niveles de IGF-I del grupo control. Luego de la decapitacion,
en la séptima semana, se mantuvo la misma tendencia observada previamente
(p=0,99 para T+DHEA vs T y p=0,96 para DHEA vs C) y los valores alcanzados en
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estas condiciones se encontraron dentro del rango de los obtenidos bajo anestesia
con éter (fig 3.5.B).

En cuanto a la LEP, el grupo tumor presenté a las 7 semanas de tratamiento
unos niveles plasmaticos significativamente mayores a los del control (p=0.019, fig
3.6) y el tratamiento con DHEA no revirtio el efecto del DES (p=0,99 para T+DHEA
vs T). La DHEA per se no modificd significativamente los niveles sanguineos de
LEP. Durante el tratamiento, los valores de los distintos grupos siguen las mismas
tendencias, mientras que los niveles alcanzados bajo el estrés por éter no fueron
significativamente distintos a los observados luego de la decapitacion (datos no

presentados).

3.E - Efecto de la DHEA sobre el ciclo estral

A continuacién quisimos evaluar si el tratamiento con DHEA lograba evitar la
tipica aparicién del estado de estro continuo que se produce ante un tratamiento
crénico con estrégenos. Por lo tanto realizamos hisopados vaginales durante 10 dias
consecutivos comenzando en la segunda, cuarta y sexta semana de tratamiento y
analizamos en ellos el estadio del ciclo estral de las ratas. Los resultados indican
que los esteroides no introdujeron una diferencia significativa en cuanto al porcentaje
de estros presentes hasta la sexta semana, momento en el que el grupo tumor
mostré un marcado aumento en el porcentaje de estros respecto del grupo control
(p=0.00029, fig 3.7) indicando la desregulacion del ciclo estral. El tratamiento con
DHEA no revirtié este estado de desarreglo hormonal (p=0,99 para T+DHEA vs T) y
la DHEA per se no produjo alteraciones del ciclo (p=0,74 para DHEA vs C).
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Figura 3.1: Peso corporal durante el tratamiento de ratas hembra controles (C), tratadas con
DES (T), DHEA (DHEA) o DES mas DHEA (T+DHEA). El tratamiento consta del implante
subcutaneo de un pellet de 20 mg de DES y/o de 2 pellets de 50 mg c/u de DHEA, que se
dejan 7 semanas. Los resultados se representan como la media +/- ES. * p<0,05 para T y
T+DHEA respecto del control temporal correspondiente. a: p<0,05 para T+DHEA respecto

de T. b: p<0,05 para DHEA respecto del control temporal correspondiente. N=15 ratas por
grupo.
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Figura 3.2: Peso adenohipofisario (A) y adrenal (B), relativizado al peso corporal total, de
ratas hembra controles (C), tratadas con DES (T), DHEA (DHEA) o DES mas DHEA
(T+DHEA) durante 7 semanas. Los resultados se representan como la media +/- ES. *
p<0,05 respecto del control. a: p<0,05 respecto de T. N=15 ratas por grupo.
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Figura 3.3: Niveles de PRL sérica medidos por RIA durante las primeras 6 semanas de
tratamiento (A) y al finalizar el mismo (B) de ratas hembra controles (C), tratadas con DES
(T), DHEA (DHEA) o DES mas DHEA (T+DHEA). En (A) las muestras se obtuvieron a partir
de vena yugular bajo anestesia con éter, mientras que en (B) fue a partir de sangre troncal
luego de la decapitacion. Los resultados se representan como la media +/- ES. * p<0,05
respecto del control temporal correspondiente. a: p<0,05 respecto de T. N=15 ratas por

grupo.
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Figura 3.4: Niveles de GH sérica durante las primeras 6 semanas de tratamiento (A) y al
finalizar el mismo (B) en ratas hembra controles (C), tratadas con DES (T), DHEA (DHEA) o
DES mas DHEA (T+DHEA). En (A) las muestras se obtuvieron a partir de vena yugular bajo
anestesia con éter, mientras que en (B) fue a partir de sangre troncal luego de la
decapitacion. Los resultados se representan como la media +/- ES. * p<0,05 para T, DHEA y
T+DHEA respecto del control temporal correspondiente. a: p<0,05 para T y T+DHEA

respecto del control temporal correspondiente. N=15 ratas por grupo.
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Figura 3.5: Niveles de IGF-1 sérica durante las primeras 6 semanas de tratamiento (A) y al
finalizar el mismo (B) en ratas hembra controles (C), tratadas con DES (T), DHEA (DHEA) o
DES mas DHEA (T+DHEA). En (A) las muestras se obtuvieron a partir de vena yugular bajo

anestesia con éter, mientras que en (B) fue a partir de sangre troncal luego de la
decapitacion. Los resultados se representan como la media +/- ES. En A: * p<0,05 para T y
T+DHEA respecto del control temporal correspondiente. En B: * p<0,05 respecto del control.

N=15 ratas por grupo.
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Figura 3.6: Niveles de LEP sérica (obtenidos de sangre troncal por decapitacion) al finalizar
el tratamiento de 7 semanas en ratas hembra controles (C), tratadas con DES (T), DHEA
(DHEA) o DES mas DHEA (T+DHEA). Los resultados se representan como la media +/- ES.
* p<0,05 respecto del control. N=15 ratas por grupo.
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Figura 3.7: Porcentaje de estros a lo largo del tratamiento en las ratas hembra controles (C),
tratadas con DES (T), DHEA (DHEA) o DES mas DHEA (T+DHEA). Se realizaron hisopados
vaginales durante 10 dias consecutivos a partir de la 2da, 4ta y 6ta semana de tratamiento y
se calculd el porcentaje de estros presentes en cada grupo. Los resultados se representan
como la media +/- ES. * p<0,05 respecto del control temporal correspondiente. N=3
experimentos de 6 ratas/grupo.
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Discusion

DHEA y DHEA-S son las hormonas esteroideas de origen adrenal de mayor
concentracion en el plasma humano, siendo alrededor de 20 veces mayor a la de
cualquier otra hormona esteroidea circulante en el hombre (Ebeling & Koivisto 1994).
Pero, a pesar de su abundancia, su rol fisiolégico no se conoce aun completamente.
Datos in vivo e in vitro sugieren que DHEA y sus metabolitos pueden tener efectos
de tipo estrogénico o androgénico dependiendo de la homeostasis de hormonas
sexuales presente en el individuo. Los resultados de este capitulo muestran que, en
la hiperplasia hipofisaria inducida por estrégenos, la DHEA tiene varios efectos de
tipo endécrino y metabdlico que dependen principalmente del medio ambiente

hormonal del animal.

Ya ha sido ampliamente documentado que los estrdgenos pueden reducir y la
testosterona puede aumentar el peso corporal (Shulman et al. 1987), (Borski et al.
1996). En nuestro trabajo, las ratas tratadas cronicamente con DES presentan una
progresiva pérdida del peso corporal, llegando a alcanzar en la séptima semana de
tratamiento solo un 70% del peso de las ratas controles. El tratamiento con DHEA
también posee una leve accién de tipo estrogénico al presentar hacia su finalizacion
una reduccion del 7% del peso corporal. Estos resultados concuerdan con otros
estudios que indican que este esteroide posee un efecto adelgazante en ratas
genéticamente obesas y, en menor medida, en roedores normales.

Como comentamos previamente en la introduccion de la parte I, se han
propuesto numerosos mecanismos responsables del efecto adelgazante de DHEA.
Entre ellos, la capacidad de DHEA de reducir la adipogénesis, la lipogénesis y la
termogénesis hepatica. El efecto de DHEA sobre la ingesta aun resulta contradictorio
en la bibliografia. En particular en nuestro modelo experimental la administracion de
este esteroide no tuvo efecto alguno sobre los niveles séricos de la LEP, hormona
que participa en la ingesta. No podemos descartar, ademas, la posible produccién
de metabolitos estrogénicos responsables del efecto reductor del peso corporal.

Cuando se traté con DHEA a los tumores inducidos por estrégenos, en cambio,
la pérdida del peso corporal inducida por el DES se vio ligeramente revertida. Esto
indica que la DHEA por si misma podria estar actuando como un estrogeno débil

mientras que en combinacion con el DES seria capaz de antagonizar parciaimente
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sus efectos actuando estrogénicamente (compitiendo por los receptores
estrogénicos directamente o via androstenediol, (Poortman et al. 1975)) o
androgénicamente. Ha sido reportado en otros trabajos un efecto similar al
observado en el nuestro, en el sentido de que DHEA produce una leve disminucion
del peso corporal en ratas controles mientras que revierte la pérdida de peso que se
produce en ratas sometidas a estrés. Estos resultados estarian indicando que la
DHEA funciona como un factor homeostatico que tiende a mantener los valores del

peso corporal en un rango fisiolégico normal.

Respecto a la influencia sobre el ciclo estral pudimos observar que el
tratamiento crénico con DES, como se habia descripto previamente (Kim et al.
2002), induce un aumento en la aparicion de estros, compatible con una
desregulacion del ciclo estral y la posterior aparicion de un estado de estro continuo.
Como comentamos en la introduccion de esta segunda parte, DHEA en algunos
modelos experimentales produce alteraciones del ciclo estral y estimula la
produccién de ovarios poliquisticos (Ward et al. 1978). Sin embargo, en nuestro
modelo este esteroide no aumentd significativamente la aparicion de estros por si
mismo, aungque tampoco revirtio el estado de estro continuo que acompania al tumor

hipofisario.

Como ya mencionamos ampliamente en el capitulo Il, el tratamiento cronico
con DES induce un aumento del peso hipofisario asociado a una hiperplasia e
hipertrofia de lactotropos. El tratamiento de este modelo experimental con DHEA fue
capaz de revertir parcialmente este aumento. Sin embargo, cuando el esteroide fue
aplicado en las ratas controles también produjo per se un incremento en este
parametro. En correspondencia con este efecto, DHEA revirtid parcialmente la
hiperprolactinemia inducida por el tratamiento estrogénico pero también indujo por si
misma un ligero incremento de la PRL sérica cuando se la administré en animales

controles.

Se ha descripto que DHEA estimula la secrecion de PRL tanto in vivo como in
vitro, y que este efecto puede ser bloqueado por la utilizacion de antiestrégenos. El
hecho de que en presencia de altos niveles estrogénicos el rol de este esteroide
adrenal pueda invertirse estaria indicando que el medio ambiente enddcrino es
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capaz de condicionar significativamente su accién, como describen otros autores
(Ebeling & Koivisto 1994). Nuestros resultados muestran que, en un medio de bajos
estrogenos, DHEA tiene un efecto de tipo estrogénico estimulando levemente la
hiperplasia hipofisaria, aumentando la prolactina sérica y produciendo una pérdida
del peso corporal. Por otro lado, en un medio de abundancia estrogénica, es capaz
de antagonizar parciaimente el crecimiento tumoral, la hiperprolactinemia y la
pérdida de peso inducidos por el DES.

En la rata, los datos publicados acerca de la influencia de los estrégenos sobre
la GH son contradictorios (Muller et al. 1999). En nuestro modelo, los niveles de GH
séricos que encontramos al finalizar el tratamiento (séptima semana) no se vieron
modificados significativamente por ninguno de los dos esteroides. En esta semana,
las muestras fueron tomadas a partir de sangre troncal luego de la decapitacion de
la rata, procedimiento rapido que no liega a estresar al animal y por lo tanto no altera
la secrecion hormonal.

Sin embargo, cuando analizamos las muestras obtenidas de vena yugular bajo
anestesia con éter durante todo el tratamiento, observamos que tanto DES como
DHEA revirtieron la inhibicién de la secrecién de GH que se produce en las ratas
controles debido al estrés por éter. Ya ha sido previamente descripto que este tipo
agudo de estrés aumenta la secrecidén de PRL y disminuye la de GH (Diaz-Torga et
al. 2002). Ei primer efecto se deberia a una disminucién en la actividad de neuronas
dopaminérgicas hipotalamicas (Lookingland et al. 1990) mientras que el segundo, a
una mayor secrecion de STT estimulada por la CRH liberada en respuesta al estrés
(Arimura et al. 1976). Los estrégenos, por su lado, pueden antagonizar en hembras
el efecto inhibitorio de la STT sobre la GH hipofisaria in vitro (Hertz et al. 1989) e in
vivo (Bray et al. 2001), evitando de esta manera la disminucion de GH en sangre. De
acuerdo con nuestros resultados, DHEA tendria un similar efecto estrogénico de
interferencia sobre la caida de GH plasmatica inducida por el estrés.

Como es sabido el IGF-1 es el principal mediador de los efectos de la GH en la
mayoria de los tejidos. Por lo tanto, y en vista de la influencia estrogénica sobre la
GH sérica observada durante el tratamiento, decidimos evaluar también los niveles
plasmaticos de IGF-1. Los resultados nos muestran que el DES disminuyd los
niveles séricos de este factor de crecimiento, incluso cuando las muestras no fueron

tomadas bajo éter (estrés). Se ha descripto que los estrégenos pueden actuar
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directamente inhibiendo la expresion génica de IGF-1 en el higado y en los tejidos
periféricos (Borski et al. 1996). Por otro lado, el tratamiento con DHEA en nuestro
protocolo experimental no revirtié la disminuciéon en los niveles plasmaticos de este
factor de crecimiento inducida por el DES ni alteré significativamente los niveles del
grupo control. Otros grupos, en cambio, observaron un aumento del IGF-1 sérico en
respuesta a la DHEA tanto en humanos (Morales ef al. 1994), (Arlt et al. 2000) como
en ratas (Mcintosh et al. 1999).

La modificacion del peso corporal, especialmente si involucra al tejido graso,
estd muy relacionada con los niveles de LEP sérica. En nuestro trabajo observamos
que tanto el DES como la DHEA modifican el peso corporal, por lo que nos interesé
conocer los niveles sanguineos de esta hormona. Lo que observamos es que las
ratas bajo un tratamiento crénico con DES muestran un aumento en los niveles de
LEP sérica. De acuerdo con esto, se ha descripto que la administracion de
estrogenos a ratas aumenta la presencia de este péptido en sangre asi como la
produccién de su RNAm en el tejido adiposo (Brann ef al. 1999), lo que estaria de
acuerdo con su efecto sobre la reduccion del peso corporal.

En general, la concentracion circulante de LEP es mayor en la mujer que en el
hombre, incluso luego de su relativizacién con respecto a la grasa corporal. En la
mujer, los niveles se correlacionan positivamente con el estradiol y negativamente
con la DHEA, mientras que en el hombre lo hacen positivamente con el estradiol y
negativamente con la testosterona y la DHEA-S (Paolisso et al. 2001). Por otro lado
se ha observado que tanto la DHEA-S como la dihidrotestosterona disminuyen in
vitro la secrecion de LEP por parte del tejido adiposo de ratas hembra normales
mientras que DHEA es capaz de reducir in vivo los niveles sanguineos de LEP en
ratas genéticamente obesas (Richards ef al. 2000). Nosotros, en cambio, no
observamos ningun efecto de DHEA sobre la concentracion plasmatica de LEP,
tanto en el grupo con tumor hipofisario como en el grupo control, aunque es posible

que esta influencia sea mas evidente en ratas obesas.

Resumiendo, podemos decir que los resultados de este capitulo muestran que
el tratamiento crénico con DHEA atenua la hiperplasia hipofisaria inducida por
estrogenos y la hiperprolactinemia resultante lo que agregaria una accion mas de

tipo benéfico a las multiples descriptas en la literatura. Sin embargo, el hecho de que
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DHEA per se también produzca un ligero aumento del peso hipofisario y posea sus
propios efectos endocrinos como el de elevar la PRL y, bajo ciertas condiciones, la
GH sanguineas, hace necesario un cuidadoso andlisis de los posibles efectos
secundarios a la hora de considerar su aplicacion clinica, especialmente en terapias
preventivas de reemplazo hormonal, 0 su venta indiscriminada sin receta médica.

Los resultados de este capitulo han sido publicados en J. Endoc. (2002) 174
(3): 447454,
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CAPITULO 4:
Efecto de la dehidroepiandrosterona sobre la liberacion hormonal de células
adenohipofisarias in vitro y su modulacién por factores hipotalamicos.

Como ya se ha comentado anteriormente, a pesar de los altos niveles séricos
de DHEA en humanos, aun no se conoce completamente su rol fisioldgico. Datos in
vivo e in vitro sugieren que posee, junto con sus metabolitos, tanto efectos
estrogénicos como androgénicos, dependiendo del medio ambiente hormonal del
individuo. En el capitulo anterior demostramos que DHEA es capaz de atenuar la
hiperplasia hipofisaria y la hiperprolactinemia asociada, aunque también puede
producir per se diversos efectos hormonales. Sin embargo, poco y nada se conoce
acerca de sus mecanismos de accidn en la hipéfisis.

Se postula que DHEA puede actuar tanto sobre receptores estrogénicos como
androgénicos y que, en muchos casos, el medio ambiente hormonal puede
influenciar el tipo de receptor con el interactua. En varios tejidos, DHEA puede ser
metabolizada in situ a OH-DHEA por la a-hidroxilasa CYP7B o a ADIOL por la 178-
HSD, el cual puede a su vez ser a-hidroxilado presumiblemente también por la
CYP7B (Rose et al. 2001). Esta descripto que el ADIOL, al igual que DHEA, puede
actuar a través de receptores estrogénicos (Poortman et al. 1975). Sin embargo, la
introduccién de un grupo a-hidroxilo (creando OH-DHEA o OH-ADIOL) reduce
considerablemente la capacidad de ambos esteroides de competir por el receptor
estrogénico (Li et al. 1978). Ademas de poder ser hidroxilada, DHEA en muchos
tejidos puede ser convertida a andrégenos y posteriormente a estrégenos por
aromatizacion local.

El metabolismo de DHEA en la hipéfisis no ha sido descripto hasta el momento.
Se sabe que, junto con su metabolito ADIOL, es capaz de inducir un aumento del
contenido celular de PRL y GH hipofisarios, y que este efecto puede ser bloqueado
por antiestrégenos (Simard & Labrie 1987), (Simard et al. 1988). Por otro lado,
aunque la aromatasa se expresa en el prolactinoma hipofisario, en la hipdfisis normal
de roedores hembra la expresion de esta enzima es casi inexistente (sélo un 0,84 %
de las células resultan ser inmunoreactivas (Carretero et al. 1999)).

Considerando estos datos y los resultados obtenidos en el capitulo anterior,

decidimos estudiar en mayor profundidad la accion de DHEA y determinar si los
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efectos que observamos in vivo podrian estar asociados a una accion directa de este
esteroide o de alguno de sus principales metabolitos a nivel hipofisario. Para esto
realizamos cultivos primarios de células adenohipofisarias normales y evaluamos el
efecto de DHEA, OH-DHEA y ADIOL sobre la secrecion de PRL y GH hipofisarias in
vitro, en combinacion con secretagogos o inhibidores hipotalamicos de estas
hormonas como DA, All, STT y GHRH. Ademas, analizamos si DHEA era capaz de
modular la produccién de segundos mensajeros como el calcio y el AMPc en

respuesta a estos estimulos.



Resultados

4.A - Efecto de DHEA y sus metabolitos sobre la liberacién basal de PRL y GH

in vitro

Un pretratamiento de las células adenohipofisarias en cultivo con DHEA (1x10°
° 1x10® y 1x107 M), o ADIOL 1x107 M durante 2 dias no produjo diferencias
significativas en la PRL basal liberada al medio durante 3 hs y cuantificada por RIA
(fig 4.1.A). Sélo la OH-DHEA 1x107 M logré disminuir los niveles basales de esta
hormona (p=0,045 para OH-DH vs C). Cuando se analizé el efecto de estos mismos
pretratamientos sobre la liberacion basal de GH, se observé que en este caso
ninguna de las drogas en las dosis utilizadas tuvo un efecto significativo (fig 4.1.B).
Estos resultados de liberacion basal se utilizaron como controles de los siguientes

ensayos de secrecion inducida por estimulos hipotalamicos.

4.B - Efecto de DHEA y sus metabolitos sobre la inhibicién de la liberacion de
PRL in vitro y la mobilizacion del calcio intracelular inducidas por DA.

El tratamiento in vitro de las células adenohipofisarias con DA 1x10°® M durante
3 hs inhibié la liberaciéon de PRL al medio de cultivo (p=0,00016 para DA vs C, fig
4.2.A), mientras que un pretratamiento de 2 dias con DHEA 1x10° M revirtié parcial
pero significativamente esta inhibicion (p=0,012 para DH5+DA vs DA). Menores
dosis de DHEA o sus derivados metabdlicos OH-DHEA y ADIOL no tuvieron efecto
significativo sobre este efecto de la DA. Cuando se analizé la movilizacion
intracelular de calcio en una suspensién de células adenohipofisarias por
espectrofluorometria, se observé que un pretratamiento de 8 min con DHEA 1x1 0°
M fue capaz de eliminar la inmediata y transiente disminucién del calcio intracelular
inducida por un estimulo con DA 1x10® M (fig 4.2.B).

4.C - Efecto de DHEA sobre la liberacion de PRL y la movilizaciéon del calcio
intracelular inducidas por All.

Un estimulo de 30 min con All 1x10® M sobre un cultivo de células
adenohipofisarias produjo un aumento significativo en la liberacion de PRL (p=0,03
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para All vs C, fig 4.3.A) mientras que un pretratamiento de 2 dias con DHEA 1x10®
M incrementd aun mas esta secrecion (p=0,018 para DH5+AIl vs All). Menores dosis
de DHEA no tuvieron un efecto significativo sobre la estimulacion inducida por All.
Por otro lado, y como es caracteristico, un estimulo con este péptido 1x10° M
produjo un incremento del calcio intracelular de tipo bifasico, con una primera fase
de espiga y otra posterior de meseta (fig 4.3.B). El pretratamiento de 8 min con
DHEA 1x10° M no modifico la fase de espiga, mientras que las diferencias
observadas en la fase de meseta no llegaron a ser significativas (p=0,42 para
DHEA+AII vs All en el test t en la fase de meseta).

4.D - Efecto de la DHEA sobre la inhibicion de la liberacion de GH y PRL in vitro
inducida por STT.

Cuando se aplico in vitro STT 1x10® M durante 3 hs la liberacién de GH al
medio de cultivo se inhibid significativamente (p=0,00033 para STT vs C, fig 4.4.A).
Sin embargo cuando se pretrataron las células durante 2 dias con DHEA 1x10° 6
1x10®° M, se produjo una reversion parcial de la inhibicién inducida por STT (p=0,037
para DH5+STT y DH6+STT vs STT). Por otro lado, el pretratamiento con este
esteroide no alteré el efecto inhibitorio de la STT sobre la liberacion de PRL
(p=0,00017 para STT vs C y p=0,99 para DH5+STT vs STT, fig 4.4.B).

4.E - Efecto de la DHEA y sus metabolitos sobre la liberacion de GH, la
movilizacion del calcio intracelular y la producciéon de AMPc inducidas por
GHRH.

Un tratamiento de 3 hs con GHRH 1x10® M indujo un aumento de la liberacidn
de GH por parte de células adenohipofisarias en cultivo (p=0,00013 para GHRH vs
C, fig 4.5.A). El pretratamiento de 2 dias con DHEA 1x10° 6 1x10°® M incrementé
significativamente este efecto (p=0,0002 y p=0,00063 para DH5+GHRH vy
DH6+GHRH vs GHRH, respectivamente). OH-DHEA y ADIOL no modificaron este
efecto de la GHRH.

En células adenohipofisarias en suspension, por otro lado, la respuesta de la
concentracién interna del calcio frente a un estimulo con GHRH 1x10® M consistio

en un aumento del 21% en forma de meseta, que comenzd a los 15 + 2 seg de la
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aplicacion del estimulo y persistié por al menos 3 min (fig 4.5.B). Un pretratamiento
de 8 min con DHEA 1x10° M fue capaz de bloquear este aumento del calcio. El
esteroide no alterd sin embargo el efecto despolarizante del potasio 25 mM.

Con respecto a la produccion intracelular de AMPc, cuantificado por RIA,
pudimos determinar que un pretratamiento de 2 dias con DHEA aumenté el efecto
estimulatorio de 30 min de GHRH 1x10® M sobre la produccién de AMPc¢ intracelular
(p=0,0002 y p=0,00063 para DH5+GHRH y DH6+GHRH vs GHRH respectivamente,
fig 4.5.C). Como control positivo de induccion de AMPc se utilizdé un estimulo de 30
min con forskolina (estimulador de la adenilato ciclasa) 5x107 M, el cual indujo un

aumento significativo de este segundo mensajero (datos no presentados).
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Figura 4.1: Efecto de un pretratamiento de 2 dias con DHEA, OH-DHEA o ADIOL sobre la
secrecion basal de PRL (A) o GH (B) producida durante 3 hs y cuantificada por RIA, en
células adenohipofisarias en cultivo primario provenientes de ratas hembra en diestro. Los
resultados se representan como la media +/- ES. DH5: DHEA 1x10° M, DH6: DHEA 1x10°®
M, DH7: DHEA 1x107 M, OH-DH: OH-DHEA 1x107 M y AOL: ADIOL 1x10”7 M. * p<0,05

respecto del control. N=7.
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Figura 4.2.A: Efecto de un pretratamiento de 2 dias con DHEA, OH-DHEA o ADIOL sobre la
inhibicion de la secrecién de PRL inducida por 3 hs de DA 1x10° M, cuantificada por RIA, en
células adenohipofisarias en cultivo primario provenientes de ratas hembra en diestro. Los
resultados se representan como la media +/- ES. C: liberacién basal durante 3 hs. DH5:
DHEA 1x10° M, DH6: DHEA 1x10° M, DH7: DHEA 1x10” M, OH-DH: OH-DHEA 1x107 M,
AOL: ADIOL 1x107 M. * p<0,05 respecto del control. a: p<0,05 respecto de DA. N=4. B:
Movilizacion de calcio intracelular medida por espectrofluorometria en una suspension de
células adenohipofisarias pretratadas o no con DHEA 1x10° M por 8 min y luego
estimuladas con DA 1x10®° M (flecha). Los resultados se expresan como porcentaje de
variacion de la [Ca""]; por sobre los niveles basales, los cuales se calculan a partir del

promedio de los valores obtenidos durante los 20 seg previos a la estimulacion con DA. N=7.
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Figura 4.3.A: Efecto de un pretratamiento de 2 dias con DHEA sobre la estimulaciéon de la
secrecion de PRL inducida por 30 min de All 1x10® M, cuantificada por RIA, en células
adenohipofisarias en cultivo primario provenientes de ratas hembra en diestro. Los
resultados se representan como la media +/- ES. C: liberacion basal durante 30 min. DH5:
DHEA 1x10®° M, DH6: DHEA 1x10° M, DH7: DHEA 1x107 M. * p<0,05 respecto del control.
a: p<0,05 respecto de All. N=6. B: Movilizaciéon de calcio intracelular medido por
espectrofluorometria en una suspension de células adenohipofisarias pretratadas o no con
DHEA 1x10° M durante 8 min y luego estimuladas con All 1x10® M (flecha). Los resultados
se expresan como porcentaje de variacion de la [Ca™']; por sobre los niveles basales, los
cuales se calculan a partir del promedio de los valores obtenidos durante los 20 seg previos

a la estimulacion con All. N=7.
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Figura 4.4: Efecto del pretratamiento de 2 dias con DHEA sobre la inhibiciéon de la secrecion
de GH (A) o PRL (B) inducida por 3 hs de STT 1x10® M, cuantificada por RIA, en células
adenohipofisarias en cultivo primario provenientes de ratas hembra en diestro. Los
resultados se representan como la media +/- ES. C: liberacion basal durante 3 hs. DH5:
DHEA 1x10° M, DH6: DHEA 1x10° M, DH7: DHEA 1x107 M. * p<0,05 respecto del control.

a: p<0,05 respecto de STT. N=7.
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Figura 4.5.A: Efecto de un pretratamiento de 2 dias con DHEA, OH-DHEA o ADIOL sobre la
estimulacién de la secrecion de GH inducida por 3 hs de GHRH 1x10® M, cuantificada por
RIA, en células adenohipofisarias en cultivo primario provenientes de ratas hembra en
diestro. Los resultados se representan como la media +/- ES. N=7. B: Movilizacién de calcio
intracelular medido por espectrofluorometria en una suspensiéon de células adenohipofisarias
pretratadas o no con DHEA 1x10° M durante 8 min y luego estimuladas con GHRH 1x10% M
(primer flecha). La segunda flecha corresponde a un estimulo de KCI 25 mM. Los resultados
se expresan como porcentaje de aumento de la [Ca™"]; por sobre los niveles basales, los
cuales se toman a partir del promedio obtenidos 20 seg antes de la estimulacién con GHRH.
N=6. C: Efecto de un pretratamiento de 2 dias con DHEA 1x10° M sobre la produccién de
AMPc intracelular inducido por 30 min de GHRH 1x10® M, cuantificado por RIA, en células
adenohipofisarias en cultivo primario provenientes de ratas hembra en diestro. Los
resultados se representan como la media +/- ES. N=6. C: liberacion basal durante 3 hs (A) o
30 min (C), DH5: DHEA 1x10° M, DH6: DHEA 1x10° M, DH7: DHEA 1x10”7 M, OH-DH: OH-
DHEA 1x107 M y AOL: ADIOL 1x10” M. * p<0,05 respecto del control. a: p<0,05 respecto de

GHRH.
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Discusion

En la rata, las concentraciones plasmaticas de DHEA son menores que en el
humano. Sin embargo este modelo animal ha sido ampliamente utilizado en el
estudio de los efectos del tratamiento con este esteroide sobre numerosos
desordenes (Svec & Porter 1998), (Hinson & Raven 1999). En los ultimos afos hubo
un fuerte resurgimiento del interés en DHEA debido a sus supuestos efectos de tipo
antitumoral y rejuvenecedor. Sin embargo sus efectos fisiolégicos no son aun
demasiado conocidos y sus acciones a nivel farmacolégico son aun controvertidas.

En el capitulo anterior describimos que, sobre la hipéfisis, DHEA tiene varias
acciones de tipo endécrino y metabdlico que dependen del medio ambiente
hormonal. De este modo, el efecto de este esteroide puede revertirse dependiendo
del nivel estrogénico del entorno. Entre estas acciones de tipo dual se encuentra la
capacidad de reducir parcialmente el aumento del peso hipofisario inducido por un
tratamiento estrogénico crénico por un lado, y la de inducir levemente un aumento
de este parametro en ratas controles por el otro. Consecuentemente con esto, un
tratamiento crénico con DHEA reduce la hiperprolactinemia inducida por el DES
mientras que es capaz de elevarla levemente en las ratas normalies.

Los resultados del presente capitulo apuntan a dilucidar la accion de DHEA
directamente sobre la hipdfisis y muestran también un efecto dual de la DHEA in
vitro dependiendo del medio ambiente enddcrino. DHEA in vitro fue capaz de reducir
parcialmente la inhibicién de la secrecion de PRL inducida por la DA. De la misma
forma in vivo, en los animales del grupo control con un sistema dopaminérgico
intacto que controla la secrecion de PRL, el efecto de DHEA es de tipo estimulatorio.

Por otro lado, DHEA in vitro en ausencia de DA no modifica la liberacion basal
de PRL mientras que uno de sus metabolitos, la OH-DHEA, inhibe la secrecion.
Asimismo, en las ratas tratadas con estrogenos in vivo en donde el tono
dopaminérgico es bajo (Cramer et al. 1979; Jones & Naftolin 1990), el efecto de
DHEA ya no es estimulatorio sino que, por el contrario, es parcialmente inhibitorio.
Recordemos que la hipdfisis esta normalmente sometida a un tono dopaminérgico
hipotalamico constante que se ve suspendido en el caso de la hiperplasia inducida
por estrégenos. Por lo tanto nosotros proponemos que el efecto del tratamiento
cronico con DHEA in vivo depende al menos en parte de la presencia o ausencia de

este tono dopaminérgico inhibitorio.
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En la Introduccién General comentamos acerca de los mecanismos de
transduccién de sefiales que median el control dopaminérgico sobre la secrecion de
PRL, los cuales finalizan en una hiperpolarizacion de membrana por un aumento de
las corrientes de potasio y una disminucion de las de calcio. En nuestros
experimentos, DHEA evita la caida de los niveles intracelulares de calcio inducida
por la DA. Esto sugiere que el efecto antagonista de DHEA sobre la inhibicion de la
secrecion de PRL inducida por la DA se daria a este nivel de movilizacion del calcio.
Los estrégenos inducen una elevacion de PRL por medio de, entre otras cosas, una
disminucion de la sensibilidad del lactotropo a la DA. Esto parece también ocurrir con
DHEA, por lo que este esteroide en este caso tendria un efecto estrogénico.

Como ya mencionamos ampliamente en la Parte | de esta tesis, All contribuye
a la regulacion fisiolégica de la secrecién de PRL induciendo su liberacion tanto in
vitro como in vivo (Diaz-Torga et al. 1994, Diaz-Torga et al. 1998). De acuerdo a los
resultados de este capitulo, la accidn estimulatoria de All sobre la secrecion de PRL
se ve incrementada por el pretratamiento con DHEA. Ya habia sido descripto que la
sensibilidad hipofisaria a All es modulada por hormonas esteroideas y esta
relacionada con el sexo del animal (Diaz-Torga et al. 1998; Lachowicz & Rebas
2002). Los estrégenos, sin embargo, reducen la sensibilidad del lactotropo a la
accion secretoria de All.

En el capitulo Il demostramos que, en la secrecion de PRL mediada por All, la
movilizacién intracelular de calcio es un elemento fundamental. Ademas, este cation
participa en la desensibilizacién homoéloga y heterdloga de esta secrecion (Gonzalez-
Iglesias et al. 2001) asi como en la alteracion de la respuesta al octapéptido que se
produce en la hiperplasia (Diaz-Torga et al. 1998). Sin embargo, en nuestros
experimentos in vitro, a pesar de que DHEA potencia la liberacion de PRL mediada
por All, no altera en forma significativa la movilizacion intracelular de calcio inducida
por el octapeptido. Esto nos sugiere que el efecto potenciador de DHEA sobre la
secrecion de PRL no estaria siendo mediado por el calcio. Considerando estos
resultados junto con los del capitulo anterior, proponemos que el efecto liberador de
PRL que ejerce la DHEA in vivo esta relacionado con un antagonismo de la
inhibicién dopaminérgica y una facilitacion de la estimulacién por All a nivel del

lactotropo.
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El tratamiento in vivo de nuestros prolactinomas evidencié que, bajo ciertas
circunstancias como una situacion de estrés inducido por el éter, DHEA induce un
incremento de los niveles séricos de GH. Nos interesé por lo tanto estudiar la posible
modulacion por parte de este esteroide de la secrecion de GH inducida in vitro por
GHRH y STT. Nuestros resultados indican que DHEA no modifica la secrecién basal
de GH pero si incrementa el efecto liberador de la GHRH. Se ha descripto que los
efectos de este factor liberador estdn mediados por numerosos sistemas de
segundos mensajeros intracelulares incluyendo, entre otros, la produccion de AMPc
y la movilizacién de calcio (Anderson et al. 2004; Muller et al. 1999).

La produccién de AMPc inducida por GHRH esta asociada a la activacion de
una proteina Gs, mientras que el aumento del calcio se deberia al influjo de este
catiéon a través de canales de calcio voltaje dependientes (Lussier et al. 1991). En
nuestro trabajo, DHEA incrementé in vitro la produccion de AMPc a nivel hipofisario
en respuesta a GHRH aunque, por otro lado, evité el aumento del calcio intracelular
inducido por este mismo factor. Esto estaria indicando que, en nuestro modelo, el
efecto facilitador de DHEA sobre la liberacion de GH inducida por GHRH estaria

mediado por el AMPc y no por el calcio.

DHEA demostré reducir la accién inhibitoria de la STT sobre la secrecién de
GH hipofisaria. EI mecanismo descripto para la accién de este péptido sobre la
secrecion celular también involucra, como en el caso de DA, una hiperpolarizacion
de membrana mediada por la activacién de canales de potasio y por un bloqueo de
canales de calcio voltaje dependientes. Nosotros intentamos medir variaciones de la
concentracion intracelular del calcio en respuesta a la STT. Sin embargo, pensamos
que nuestro sistema de suspension celular no es lo suficientemente sensible como
para evidenciarlas.

Los estrogenos, en cultivos celulares de ratas hembra, reducirian la
sensibilidad del somatotropo a la accion de la STT (Hertz et al. 1989). Por lo tanto,
DHEA estaria mostrando nuevamente, como en el caso de DA, un efecto
estrogénico. Estos resultados podrian estar relacionados con los ya descriptos en el
capitulo anterior, en cuanto a que el estrés por éter induce en las ratas controles una
inhibicion de la GH sérica, mediada por un aumento de STT, la cual es revertida

parcialmente por el tratamiento con esteroides.
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Enlazando los resultados de este capitulo con los del anterior, podemos decir
que el tratamiento con DHEA in vivo podria estar induciendo una mayor liberacion de
GH en las ratas sometidas a estrés con respecto a las controles al reducir la
respuesta inhibitoria del somatotropo a la somatostatina y al aumentar su
sensibilidad a la accion estimulatoria de la GHRH.

Considerando las acciones estrogénicas de DHEA sobre la modulacion del
efecto de los inhibidores hipotalamicos DA y STT, junto con datos previos que
indican una accidén directa de este esteroide sobre receptores estrogénicos
hipofisarios, pensamos que el efecto modulatorio de DHEA sobre la secrecién de
PRL y GH a nivel de esta glandula se daria, al menos en parte, a través de
receptores estrogénicos. DHEA podria estar actuando como un estrogeno débil que
compite por su receptor. De este modo, actuando sola presenta efectos levemente
estrogénicos mientras que en combinacion con el DES es capaz de antagonizarlos
parcialmente evidenciando una accion de tipo androgénica. Un efecto similar sobre
receptores estrogénicos fue descripto para el ADIOL (Poortman et al. 1975).

Los principales derivados metabdlicos de DHEA en diferentes tejidos, OH-
DHEA y ADIOL, no evidenciaron los mismos efectos que DHEA en la hipdfisis
normal, por lo que podemos inferir que la accion de DHEA a nivel hipofisario es en
gran parte directa y no mediada por sus principales metabolitos. Aunque no
podemos descartar la produccion de otros derivados con accién local, creemos que
el efecto no seria ejercido directamente por estrégenos, ya que en la hipéfisis normal
de hembra practicamente no existe la aromatasa. Experimentos adicionales serian
necesarios para determinar con mayor exactitud el metabolismo y modo de acciéon
de DHEA a nivel hipofisario.

Concluyendo, podemos decir que DHEA in vitro, actuando directa o
indirectamente a través de sus metabolitos, es capaz de modular la respuesta
hormonal de la hipéfisis a sus reguladores hipotalamicos y/o intrahipofisarios. De
esta manera puede aumentar la liberacion de PRL a través de una reversion parcial
de la inhibicién dopaminérgica y de una facilitaciéon de la accidén secretoria de All. Por
otro lado, DHEA puede también inducir la secrecion de GH reduciendo la accién
inhibitoria de la STT y estimulando el efecto liberador de la GHRH. Esta ultima
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influencia parece estar relacionada con el AMPc y no con el calcio como segundo
mensajero.

Estos resultados encontrados in vitro se relacionan con los hallados in vivo y
describen por primera vez el mecanismo de accidon de DHEA sobre células
adenohipofisarias aisladas. Asimismo pueden contribuir a la explicacién de las
actuales controversias existentes en relacion a la accion de DHEA sobre algunos
tipos de tumores, especialmente estrégeno-dependientes, y a los efectos
secundarios que muchas veces presenta un tratamiento cronico con este esteroide.



DISCUSION

GENERAL



DISCUSION GENERAL

La presente tesis doctoral se encuadra dentro del contexto de los factores
modulatorios que participan de la regulacion hipofisaria normal y tumoral. En ella nos
propusimos enfocar el estudio de algunos factores que consideramos interesantes
en esta modulacion: la angiotensina Il, la progesterona y la dehidroepiandrosterona.
La primera en base a sus acciones relacionadas con la secrecién hormonal, la
proliferacién celular y la angiogénesis; la P4 debido a sus postulados efectos
antiestrogénicos; y la DHEA por la extensa bibliografia existente acerca de su
capacidad antitumoral y protectora ante numerosas enfermedades relacionadas con
el envejecimiento. Analizamos, por lo tanto, la participacion de All en la génesis
tumoral y el posible rol terapéutico de la P4 y la DHEA.

Los tumores hipofisarios son las neoplasias intracraneales mas frecuentes en
el ser humano (Arafah & Nasrallah 2001). La mayoria de estos adenomas son de
origen monoclonal. Sin embargo, luego de una mutacion o transformacién celular
inicial cobra especial importancia la modulacién del crecimiento tumoral ejercida por
diferentes neurohormonas hipotalamicas, hormonas periféricas y factores de
crecimiento de accién local. Por lo tanto, lo que se sostiene en la actualidad es que
el tumor hipofisario es el resultado de un proceso de pasos multiples que involucra a
nivel celular la desregulacion de la proliferacion, la diferenciacion y la secrecion
hormonal y, a nivel tisular, la angiogénesis. Este ultimo proceso es fundamental en la
expansion de la masa tumoral y en la generacion de metastasis.

Los prolactinomas o adenomas de lactotropos son los tumores hipofisarios mas
frecuentes y cursan con hiperprolactinemia. Pueden conducir, tanto en la mujer
como en el hombre, a la esterilidad, pérdida de densidad Osea, osteoporosis y
diversos grados de hipopituitarismo. En la mayoria de los casos surgen como
microadenomas que, de no ser diagnosticados y tratados a tiempo, pueden
transformarse en macroadenomas e invadir estructuras cercanas. A este nivel de
desarrollo tumoral se comienzan a manifestar sintomas tipicos de una compresion
mecanica intracraneal. Sin embargo, aunque suelen sufrir angiogénesis, raramente
se vuelven metastasicos, por lo que en general se los considera de tipo benigno.

Los lactotropos expresan el receptor de estrogenos en mayor densidad que el

resto de los tipos celulares hipofisarios, por lo que son especialmente sensibles a
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ellos. Los estrogenos inducen la proliferacion y diferenciacion de este tipo celular asi
como una mayor sintesis y secrecion de PRL (Lieberman et a/. 1981) y una menor
respuesta a la accion inhibitoria de la DA hipotalamica (Raymond et al. 1978).
Ademas, son inductores de angiogénesis.

Por lo tanto, la utlizacion de estrogenos representa una interesante
herramienta para el estudio de la promocién y progresién de tumores hipofisarios
experimentales. De este modo se ha desarrollado un modelo de prolactinoma en rata
provocado por un tratamiento estrogénico crénico que se evidencia a partir de la
cuarta semana de traiamiento por una hiperplasia e hipertrofia de lactotropos,
asociada a una hiperprolactinemia (De Nicola ef al. 1978). Hacia la sexta semana, la
hiperplasia desarrolla angiogénesis y se convierte en un adenoma (tumor glandular
de tipo benigno) (Elias & Weiner 1984). Consideramos que este es un buen modelo
tanto para el estudio de los mecanismos tumorigénicos como para el abordaje de

nuevas posibilidades terapéuticas.

La All es un octapéptido sintetizado principalmente en sangre periférica a
través del SRA sistémico y participa activamente de la regulacion cardiovascular.
Asimismo, en diferentes tejidos existen SRA locales, que intervendrian en
regulaciones finas tisulares relacionadas o no con la funcién sistémica. Ademas de
su accion hipertensora, la All estd involucrada en otros procesos bioldgicos
importantes como el crecimiento tisular, la angiogénesis, la secrecion hormonal y la
facilitacion sinaptica. En la hipdfisis, la All es sintetizada en el gonadotropo y actua
paracrina y principalmente sobre el lactotropo estimulando la secrecidon de PRL
(Suarez et al. 2002).

Se han identificado dos subtipos principales de receptores de All: el AT1 y el
AT2. La mayoria de las acciones biolégicas descriptas para All en la literatura son
mediadas por el receptor AT1. En hipdfisis de rata se ha descripto principalmente la
presencia de AT1b en el lactotropo, con una expresion mucho menor de AT1ay AT2
(Lenkei et al. 1999), (Suarez et al. 2004). El receptor AT2 es muy distinto del AT1
tanto estructural como funcionalmente. Ademas de compartir una baja homologia,
las vias de senalizacion y los efectos descriptos para €l son marcadamente
diferentes a los mediados por AT1. La expresion de AT2 es alta en tejidos
embrionarios y fetales en estado de alta proliferacion y diferenciacion, asi como en

tejidos adultos en regeneracion luego de heridas, en patologias que involucran
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proliferacién y diferenciacion celular o en tejidos con una alta tasa de remodelacion
asociada con el ciclo estral (Unger 1999). Por otro lado, su expresion en tejido adulto
ya diferenciado y con una tasa de crecimiento relativamente baja es en general
significativamente menor a la de AT1.

Funcionalmente, aunque se lo conoce en mucho menor medida que al AT1, se
ha descripto al AT2 como modulador de procesos bioldgicos relacionados con el
desarrollo, la proliferacion y diferenciacién celular, la reparacion tisular y la apoptosis
(Kaschina & Unger 2003), (Csikos ef al. 1997). En numerosos estudios se ha
observado que All a través del subtipo AT2 tiene efectos opuestos a los mediados
por AT1, lo que sugiere que funcionaria en muchos casos como un control
contrapuesto a las acciones de All de tipo estimulatorio via AT1. De este modo, se
ha descripto a AT2 como inhibidor de la proliferaciéon celular, factor apoptético,
antiangiogénico y vasodilatador.

Los estrogenos pueden modular numerosos aspectos del SRA, tanto a nivel
periférico como hipofisario (Brosnihan et al. 1997), (Stavreus-Evers et al. 2001),
(Seltzer et al. 1992). Entre otras cosas, pueden incrementar en sangre e hipotalamo
los niveles de AO. De este modo, un tratamiento estrogénico crénico produciria una
elevacién de la concentracién local de All en hipdfisis. Esta influencia estrogénica
sobre el SRA es interesante porque plantea a este sistema y a All como posibles
mediadores locales de los efectos estrogénicos de tipo proliferativo, angiogénico y
prolactino-liberador sobre la hipéfisis.

Trabajos previos de nuestro laboratorio ya habian detectado alteraciones
hipofisarias de la respuesta a All inducidas por un tratamiento estrogénico crénico
(Diaz-Torga et al. 1998). Entre ellas, una reduccién de la secrecion de PRL en
respuesta a All, posiblemente debido a una merma de los receptores AT1 y a un
patrén de movilizacién intema de calcio significativamente aiterado. Los resultados
de la presente tesis revelan nuevas alteraciones relacionadas con All en la hipdfisis
hiperplasica. Entre ellas, encontramos que la expresion del receptor AT1 en la
adenohipofisis tumoral se encuentra significativamente disminuida mientras que la
del subtipo AT2 se encuentra significativamente incrementada respecto a una
hipofisis de hembra en diestro. Ya se conocia anteriormente la modulacion de los
receptores de All por estrégenos, pero soélo respecto a la regulacion negativa de



AT1. Nuestro hallazgo de que AT2 se viera sobreexpresado en la hipdfisis luego de
un tratamiento estrogénico es un hecho novedoso.

El tratamiento cronico con estrégenos, al inducir un aumento en la
concentracion hipofisaria de All, puede estar provocando una desensibilizacion del
receptor AT1 (por internalizacién de receptor, inhibicidn de su expresion o de los
mecanismos de transduccién de sefales, como demostraramos en un trabajo previo
(Gonzalez-iglesias et al. 2001)). Es conocido que el nivel de desensibilizacion es
muy alta para el AT1 en comparacion con el de AT2. Por otro lado, la propia
sobreexpresion de AT2 inducida por los estrogenos podria estar reprimiendo la
expresion de AT1 a través de un entrecruzamiento intracelular entre ambas vias de
senalizacion (Armando et al. 2002b), (Tanaka et al. 1999). Es decir, el aumento de
All inducido por los estrogenos quedaria ahora mas expuesto a actuar a través de

los receptores AT2.

Existe actualmente abundante evidencia de la activaciéon de vias de tirosin-
kinasas por GPCRs. Aunque AT1 es un receptor de siete dominios transmembrana y
su principal via de accidén es a través de la activaciéon de proteinas G (es un GPCR),
se ha observado en diferentes tejidos que también puede inducir la activaciéon de la
via JAK/STAT y de la via de las MAPKs ERK1/2, muy relacionadas con la
proliferacion celular a través de la activacién de protooncogenes como c-jun y c-fos
(Touyz & Berry 2002). Esta activacion oncogénica mediaria en muchos casos los
efectos proliferativos y angiogénicos de All.

En la presente tesis nosotros demostramos la fosforilacion y por lo tanto
activacion de ERK1/2 en hipdfisis en respuesta a All, lo cual hasta el momento no
habia sido detectado. Ademas, observamos que el calcio es importante en esta
respuesta, por o que no era de extranar que la alteracién del patrén de movilizacién
interna del calcio presente de la hipdfisis tumoral se correspondiera con una
alteracion en la fosforilacion de ERK1/2. Coincidentemente con esto observamos
una menor y mas tardia fosforilacion de ERK1/2 en respuesta a All en la hip&fisis
tumoral. Por otro lado, encontramos una alteracion en la participacion funcional de
los receptores involucrados. En la glandula normal, esta fosforilacién estaria
mediada sélo por el receptor AT1. Sin embargo, el tratamiento estrogénico estaria
induciendo la activacion de ERK1/2 también a través del subtipo AT2, aunque en
este caso la respuesta seria independiente de la movilizaciéon interna de calicio.
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Estos resultados son de mucho interés, ya que es la primera descripcion de una
“participacion funcional” de los receptores AT2 en la hipdfisis.

El hecho de que se produjera la sobreexpresion de AT2 en el prolactinoma es
interesante porque podria estar relacionado con un rol regulatorio de este subtipo de
receptor, como ya fue sugerido en otros tejidos. El aumento de AT2 se correlaciona
con una menor expresion de AT1, una menor activacion de ERK1/2 en respuesta a
All y la participacion de AT2 en esta respuesta. Por lo tanto, la activacion de una
nueva via dependiente de AT2 en la hipdfisis tumoral, aunque también esta
induciendo la fosforilacion de ERK1/2, pareceria estar reduciendo de alguna manera
la eficiencia neta de fosforilacion en respuesta a All ejercida a través del receptor
AT1.

Ya habiamos descripto previamente que All en hipéfisis era capaz de inducir
secrecion de PRL a través de un aumento del calcio intracelular (Suarez et al. 2002).
Sin embargo, la cascada de transduccion de sefales involucrada en la fosforilacion
de ERK1/2 por All en hipdfisis no habia sido hasta el momento dilucidada. En
general, la activacion de ERK1/2 por un GPCR es un mecanismo no tan bien
estudiado como el derivado de un RTK. Nosotros hemos demostrado por primera
vez que, en células adenohipofisarias normales, la fosforilaciéon de ERK1/2 por All es
un proceso dosis y tiempo-dependiente que alcanza un maximo a los 5 min de
estimulacion y a una concentracion de agonista de 10-100 nM. Luego de la
obtencion de estos datos nos propusimos determinar la cascada de senales
involucrada en la hipdfisis normal, utilizando distintos bloqueantes especificos de
cada uno de los pasos posiblemente involucrados.

De esta manera, y en base a nuestros resultados, postulamos una via de
activacion de ERK1/2 mediada por All en hipdfisis. EI modelo propuesto es el
siguiente (fig 2.12): la unién de All con su receptor AT1 induciria la activacién de una
proteina Gq, la cual activaria a la PLC- y ésta, al producir IP3, elevaria el calcio
intracelular proveniente del reticulo sarcoplasmico. Este aumento del -calcio,
posiblemente a través de una kinasa sensible a este cation como la PyK2, activaria
una tirosin kinasa no receptora de la familia Src. La Src seria la responsable directa
de la transactivacion del EGFR, el cual activaria a través de sus proteinas de acople
el resto de la cascada de las MAPKs conducentes a ERK1/2: Ras, Raf y MEK1/2. La
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Src podria estar también activando la via directamente a través de Ras, como se
postula en otros sistemas.

El esclarecimiento del mecanismo de accion de All sobre la activacion de las
ERK1/2 en hipéfisis puede aportar a la comprension de algunos aspectos criticos de
la accion del péptido en esta glandula, como la proliferacion y la angiogénesis, que

estan a su vez muy relacionados con los procesos tumorigénicos.

En esta tesis hemos por lo tanto descripto dos nuevas alteraciones producidas
en el prolactinoma en relacion con la respuesta a All que evidencian la influencia
estrogénica sobre el SRA hipofisario: un cambio en la expresion relativa de sus
receptores y una menor respuesta de activacion de ERK1/2. La fosforilacion de estas
kinasas mediada en parte por AT2 en la hipéfisis tumoral es la primer evidencia de
su presencia “funcional” en la glandula. Por otro lado, la participacion de AT2
pareceria estar indicando una vez mas una accion regulatoria de este receptor sobre
los efectos de All mediados por AT1, de tipo estimulatorio, como ha sido ya descripto
en otros tejidos. El hecho de que los estrogenos puedan ejercer una regulaciéon dual
sobre ambos subtipos de receptores de All enfatiza la importancia de comprender la
naturaleza compleja y muitifacética de la accion estrogénica sobre los procesos

tumorigénicos, la fisiologia cardiovascular y la reproduccion.

El tratamiento de los tumores hipofisarios humanos apunta basicamente a tres
objetivos principales: controlar el crecimiento de la masa tumoral, controlar los
sintomas clinicos y bioquimicos del exceso de secrecion hormonal y preservar las
funciones hipofisarias normales (Arafah & Nasrallah 2001). Estos objetivos se logran
muchas veces a través de tratamientos farmacoldgicos, quirurgicos y/o radiolégicos.
Sin embargo, en muchos casos no se logra eliminar totalmente el tumor en forma
definitiva sino que éste suele reaparecer si se suspende la terapia farmacologica,
aun luego de una cirugia. En otros casos, los prolactinomas resultan resistentes a
los tratamientos con agonistas dopaminérgicos. Por lo tanto, aun se continda en la
blusqueda de terapias farmacolégicas mas efectivas o complementarias.

Se ha descripto que el tratamiento con P4 seria capaz de inhibir los efectos
proliferativos inducidos por los estrégenos en diferentes tejidos asi como la
expresion génica de PRL en la hipdfisis (Hsueh et al. 1975), (Cho et al. 1993). Sin
embargo, en nuestro modelo de prolactinoma inducido por estrégenos el tratamiento
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con P4 no logré revertir la hiperplasia hipofisaria, la hiperprolactinemia ni la caida del
peso corporal. En relacion con la respuesta a All, este esteroide tampoco alteré los
patrones de expresion de sus receptores ni la movilizacion interna del calcio inducida
por el octapéptido.

Aunque no fue capaz de revertir los principales parametros asociados con el
desarrollo tumoral, encontramos que la P4 aumentd la secrecién basal de PRL in
vitro en ratas hembra normales y sinergizé con los estrégenos para estimular la
liberacién de PRL en respuesta a All. El receptor de All descripto hasta el momento
como involucrado en la respuesta de liberacién de PRL es el AT1. Sin embargo,
nosotros describimos por primera vez que en ratas con tumor hipofisario tratadas
con P4 el receptor AT2 también esta participando de la respuesta. Este efecto
parece requerir la exposicion combinada a ambos esteroides y seria la segunda
evidencia de una “participacion funcional” de este subtipo de receptor en la hipéfisis.
Por lo tanto, podemos decir que AT2, aumentado en la hiperplasia hipofisaria,
participaria junto con el AT1 en la activacién de ERK1/2 y en la liberacion de PRL
inducidas por All. En este ultimo caso, sin embargo, seria necesario la accion
combinada de la P4 para que la participacion del AT2 logre evidenciarse.

Estos resultados pueden ser de gran importancia clinica en la evaluacion de los
posibles efectos secundarios de las terapias de reemplazo hormonal basadas en los
estrégenos combinados o no con la P4, asi como en relacién con la patogénesis de
enfermedades cardiovasculares como la arterioesclerosis, la hipertension o incluso
el ataque cardiaco congestivo, en donde la interrelacién entre los estrégenos y el
SRA es fundamental. Sin embargo los resultados obtenidos, aunque pusieron
nuevamente en evidencia la funcionalidad del receptor AT2, nos indican que en
nuestro modelo la P4 no evidencia tener efectos significativos en cuanto a la posible
reversion de las alteraciones producidas por el tratamiento estrogénico. Por lo tanto
decidimos analizar en la segunda parte de esta tesis la accion de otro esteroide con

postuladas acciones benéficas y antitumorales: la DHEA.

La DHEA y su principal metabolito, la DHEA-S, son los esteroides de mayor
concentracion en el plasma humano. Sus niveles sanguineos se encuentran
significativamente disminuidos en numerosas patologias, sin embargo, su rol
fisiolégico aun no esta del todo definido (Kroboth et al. 1999). DHEA es sintetizada

principalmente en la glandula suprarrenal a partir de la pregnenolona por accién de
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la 17a-hidroxilasa y puede ser metabolizada localmente a OH-DHEA, ADIOL o
ADIONA. Finalmente, estos androgenos pueden ser directa o indirectamente
aromatizados a estrégenos. Por lo tanto DHEA, ademas de poder actuar
directamente sobre receptores androgénicos o estrogénicos, puede ser una
precursora local de androgenos y de estrogenos, o que complica el analisis de sus
acciones directas. La influencia del medio ambiente hormonal hace aun mas
complejo el andlisis.

En los roedores las concentraciones plasmaticas de DHEA son bastante
menores que en humanos. Sin embargo, este modelo animal ha sido ampliamente
utilizado en el estudio de los efectos del tratamiento con este esteroide sobre
numerosos desordenes. DHEA ha demostrado tener acciones benéficas inhibitorias
de la promocién y progresion de diferentes tipos de tumores experimentales en una
gran variedad de drganos. Se ha descripto que, cuando se la administra en dosis
farmacoldgicas y tiempos prolongados, es capaz de inhibir procesos tumorigénicos
en piel, pulmén, higado, colon, mama y préstata (Schwartz ef al. 1986). Entre otros
efectos benéficos adjudicados a DHEA se encuentra su capacidad protectora ante
patologias asociadas al envejecimiento, como enfermedades cardiovasculares,
diabetes, osteoporosis, obesidad y decadencia cognitiva; asi como ante
enfermedades de tipo autoinmune, el estrés y la depresion.

Se han realizado numerosos estudios, tanto sobre animales como sobre
humanos, para determinar si la administracién de esta hormona podria ser util en la
prevencion de la aparicion estos desordenes, en especial en personas de edad
(Morales et al. 1994). Debido a sus efectos estrogénicos, también se ha propuesto a
DHEA como un efectivo agente para terapias de reemplazo hormonal en mujeres
postmenopdausicas. Actualmente en los Estados Unidos se la publicita como una

panacea antitumoral y como la “hormona de la juventud”.

Sin embargo, la accién terapéutica de DHEA aun es controvertida. Muchos aun
dudan de que sus efectos sean clinicamente beneficiosos y sostienen que aun hay
insuficiente informacidn acerca de los efectos secundarios del uso prolongado de
DHEA (Nippoldt & Nair 1998). Aunque parece ser un inhibidor de la proliferacién
celular in vivo e in vitro, su propia actividad de tipo estrogénico podria limitar su
utilizacidon en la quimioprevencion. Al respecto se le han descripto efectos de tipo
estimulatorio sobre ciertos tipos de tumores estrogeno-dependientes, como algunos
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tumores ovaricos o mamarios. Bajo tratamientos farmacolégicos prolongados, DHEA
demostré en algunos casos ser uterotrdfica, inducir hipertrofismo hepatico, producir
quistes ovaricos, desregular el ciclo estral y elevar las concentraciones séricas de
hormonas sexuales e IGF-1.

En hipdfisis los efectos descriptos hasta el momento son de tipo estrogénico
(Simard et al. 1988), (Garcia de Yebenes et al. 1995). Entre ellos se encuentra la
capacidad de inducir un aumento del contenido celular de PRL y GH, un aumento de
la secrecion de LH en respuesta a GnRH y una disminucion de la liberacion de DA
por parte de neuronas dopaminérgicas del nucleo arcuato hipotaldmico. Por otro
lado, DHEA revierte en adenohipdfisis la caida que se produce en los niveles de
POMC con el envejecimiento. Sin embargo, hasta el momento no se habia evaluado
la accién de DHEA sobre el prolactinoma inducido por estrégenos.

En base a las controversias existentes en la bibliografia sobre el rol terapéutico
de DHEA en diferentes tipos de tumores y a los efectos estrogénicos que se le
describen en algunos casos, nos resultd interesante estudiar el efecto de este
esteroide en nuestro modelo. Especificamente, evaluamos su accién sobre el peso
corporal, el peso hipofisario, el ciclo estral de la rata hembra y los niveles
hormonales de PRL, GH, IGF-1 y LEP durante el tratamiento.

Los resultados obtenidos luego de un tratamiento crénico con DHEA nos
mostraron que, en un medio de bajos estrégenos, DHEA tiene un efecto de tipo
estrogénico estimulando levemente la hiperplasia hipofisaria, aumentando la
prolactina sérica y produciendo una leve pérdida del peso corporal. Por otro lado, en
un medio de abundancia estrogénica, es capaz de antagonizar parcialmente la
hiperplasia hipofisaria, la hiperprolactinemia y la pérdida de peso corporal inducidos
por el estrégeno sintético DES. El hecho de que en presencia de altos niveles
estrogénicos el rol de DHEA pueda invertirse estaria indicando que el medio
ambiente endodcrino es capaz de condicionar en gran medida su accion.

Aparentemente, la capacidad de DHEA de inhibir a la G6PDH y la via de las
pentosas seria una de las claves en su accion antimitética y antitumoral al reducir la
disponibilidad celular de poder reductor y consecuentemente la iniciacion vy
promocion de procesos tumorigénicos (Gordon et al. 1987). También seria de
importancia su capacidad antioxidante, al aumentar la proliferacion de peroxisomas y

la sintesis de sus enzimas y al disminuir los radicales libres del medio ambiente
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celular. En cuanto al efecto adelgazante de DHEA, numerosos mecanismos han sido
propuestos que también estarian relacionados con una disminuciéon del poder
reductor. Entre ellos, una reduccion de la adipogénesis y la lipogénesis y un
aumento de la termogénesis hepatica. El efecto de DHEA sobre la ingesta aun
resulta contradictorio. En particular en nuestro modelo experimental la administracion
de este esteroide no tuvo efecto sobre los niveles séricos de LEP, hormona
inhibitoria de la ingesta.

En cuanto a la secreciéon de GH, observamos que tanto el DES como la DHEA
revierten la caida de sus niveles plasmaticos inducida por el estrés por éter. Este tipo
agudo de estrés aumenta la secrecion de PRL y disminuye la de GH. De acuerdo
con estos resultados, DHEA estaria evidenciando también aqui un efecto
estrogénico y protector ante el estrés. Por otro lado, en nuestro modelo experimental
el tratamiento con DHEA no modificé los niveles sanguineos de IGF-1 y LEP en
ratas normales ni revirtio la accion estrogénica sobre estas hormonas. Por otro lado,
este tratamiento tampoco tuvo efecto sobre el ciclo estral de la rata.

Los efectos observados en nuestro modelo nos sugieren que DHEA podria
estar actuando como un estrégeno débil evidenciando efectos estrogénicos cuando
actua sola pero antagonizando estos mismos efectos en combinacién con el DES,
posiblemente a través de una-competencia por los receptores de estrogenos. Este
modo de accién explicaria en parte los resultados de tipo bifasico observados, asi
como la accidon homeostatica y regulatoria descripta por nosotros y por otros autores
tendiente a mantener distintos parametros fisiolégicos dentro de un rango normal y
saludable.

El metabolismo de DHEA en la hipdfisis no ha sido descripto hasta el momento.
Se sabe que el aumento del contenido celular de PRL y GH inducido por este
esteroide puede ser bloqueado por antiestrégenos (Simard et al. 1988), por lo tanto
en nuestro modelo podria estar actuando directamente a través de receptores
estrogénicos. Sin embargo, no debemos descartar su accién a través de derivados
(androgénicos o estrogénicos) localmente sintetizados. En la hipdfisis de hembra
normal la presencia de aromatasa es practicamente nula, pero esta enzima si se
halla presente en los prolactinomas. Por otro lado, se sabe que la hidroxilacién de
DHEA o de ADIOL por introducciéon de un grupo a-hidroxilo por parte de la CYP7B
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reduce considerablemente la capacidad de estos esteroides de competir con el
estrogeno por su receptor (Li ef al. 1978).

Considerando estos datos y los resultados obtenidos luego del tratamiento in
vivo, decidimos estudiar en mayor profundidad Ia accion de DHEA y determinar si los
efectos observados podrian estar asociados a una accién directa de este esteroide o
de alguno de sus principales metabolitos a nivel hipofisario. Para esto realizamos
cultivos primarios de células adenohipofisarias de ratas hembra en diestro y
evaluamos el efecto de DHEA, OH-DHEA y ADIOL sobre la secrecién de PRL y GH
hipofisarias in vitro, en combinacién con secretagogos o inhibidores hipotalamicos de
estas hormonas como DA, All, STT y GHRH. Ademas, analizamos si DHEA era
capaz de modular la produccion de segundos mensajeros como el calcio y el AMPc

en respuesta a estos estimulos.

DHEA in vitro no modifica la liberacién basal de PRL ni de GH. Sin embargo,
este esteroide es capaz de modular la respuesta hormonal hipofisaria a reguladores
hipotalamicos e intrahipofisarios. En cultivo celular adenohipofisario, DHEA aumenté
la liberacion de PRL a través de una reversién parcial de la inhibicién dopaminérgica
y de una facilitacién de la accion secretoria de All. Por otro lado, fue capaz también
de inducir la secrecion de GH reduciendo la accién inhibitoria de la STT y
estimulando el efecto liberador de la GHRH. La influencia sobre la modulacién
dopaminérgica involucraria una alteracion en el patrén de movilizacion interna del
calcio, mientras que la influencia sobre la modulacion ejercida por la GHRH
involucraria al AMPc. Estos resultados obtenidos in vitro también evidencian un
efecto dual de DHEA dependiendo del medio ambiente enddcrino y explican en parte
los observados in vivo.

De esta manera, en animales del grupo control con un sistema dopaminérgico
intacto que controla la secrecién de PRL, un tratamiento cronico con DHEA in vivo
estimula la liberacidon de esta hormona. Del mismo modo el efecto de la aplicacion de
DHEA in vitro en un cultivo adenohipofisario estimulado con DA también es de tipo
estimulatorio. Por otro lado, en las ratas tratadas con estrégenos in vivo en donde el
tono dopaminérgico es bajo, el efecto de DHEA ya no es estimulatorio sino que, por
el contrario, es de tipo inhibitorio. En correlacion con esto DHEA in vitro, en ausencia
de DA, no modifica la liberacibn basal de PRL pero uno de sus principales
metabolitos, la OH-DHEA, la inhibe. Por lo tanto proponemos que el resuitado del
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tratamiento cronico con DHEA in vivo esta relacionado con un antagonismo de la
inhibicion dopaminérgica y una facilitacion de la estimulacién por All a nivel del
lactotropo. No descartamos sin embargo la accién adicional de DHEA sobre circuitos
hipotalamicos.

Con respecto a la GH, los resultados del tratamiento in vivo también pueden
ser correlacionados con los obtenidos in vitro. Bajo condiciones de estrés agudo
inducido por el éter, en donde se produce un aumento de la secrecion de STT,
DHEA in vivo evidencia un efecto de tipo estimulatorio que revierte la caida de la GH
sérica. In vitro, la aplicacién de este esteroide incrementa el efecto liberador de la
GHRH sobre la secrecidén de la GH hipofisaria y reduce la accion inhibitoria de la
STT. El efecto liberador que ejerce DHEA in vivo bajo condiciones de estrés agudo
sobre esta hormona estaria entonces relacionado con un antagonismo de la
inhibicion inducida por la STT y una facilitacion de la estimulacién por GHRH a nivel

del somatotropo.

Los principales derivados metabdlicos de DHEA en diferentes tejidos como la
OH-DHEA y el ADIOL no evidenciaron tener sus mismos efectos en la hipdfisis
normal, por lo que podemos inferir que la accion de DHEA a nivel hipofisario es en
gran parte per se, aunque no podemos descartar la produccion de otros derivados
con accion local. Por otro lado, los efectos de tipo estrogénicos evidenciados junto
con datos bibliograficos que indican que este esteroide es capaz de actuar en
hipdfisis a través de receptores estrogénicos, nos inclina a pensar que DHEA podria
estar efectivamente actuando, al menos en parte, a través de ellos en nuestro

modelo.

En conclusién, podemos decir que el tratamiento cronico con DHEA fue
parcialmente efectivo al atenuar la hiperplasia hipofisaria inducida por los estrogenos
y la hiperprolactinemia resultante. Sin embargo, el hecho de que DHEA per se
también produzca un ligero aumento de estos parametros, hace necesario un
cuidadoso analisis de los posibles efectos secundarios derivados de su propia
accion hormonal a la hora de considerar su aplicacion clinica. Esto es especialmente
valido considerando su actual promocion y venta indiscriminada sin receta médica y
su utilizacion en terapias preventivas de reemplazo hormonal. Creemos por otro lado
que los resultados de esta tesis pueden contribuir a la explicacion de las actuales
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controversias existentes en relacion con la accion de DHEA sobre algunos tipos de
tumores, especialmente estrogeno-dependientes, y con los efectos secundarios que
muchas veces presenta un tratamiento crénico con este esteroide.

Resumiendo, la primer parte de esta tesis revela algunas de las alteraciones
que se producen en la hipdfisis hiperplasica en cuanto a la respuesta a All y su
relacion con la expresion diferencial de sus receptores. Los resultados obtenidos
apoyan la hipétesis de que la participacion de AT2 es regulatoria y compensatoria de
las acciones de All mediadas por AT1. Se describe por primera vez en la hipéfisis la
participacion funcional de los receptores AT2, la fosforilacién de ERK1/2 inducida por
All y la cascada de senales involucrada en esta respuesta. Asimismo se analiza el
posible roi terapéutico de ia P4 y la DHEA.

Los presentes estudios indicarian la existencia de una compleja interrelacion
entre el SRA hipofisario, el sistema dopaminérgico y las hormonas esteroideas
circulantes que participa de la regulacién hipofisaria normal y de la génesis tumoral.
El estudio de los mecanismos que relacionan la accién estrogénica con la actividad
de elementos del SRA es importante a la hora de comprender en mayor profundidad
procesos tumorigénicos que implican tanto hiperplasia como angiogénesis. Una
comprension mas profunda de la patogénesis de los tumores hipofisarios, que
contemple la identificacion y descripcion de los distintos elementos modulatorios
involucrados en su génesis y desarrollo, tendra seguramente un importante impacto
sobre la practica terapéutica al permitir una intervencion mas temprana y una mejor
seleccion de los protocolos de tratamiento.
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