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Estudio de la participacion del receptor de dopamina D2 en la
regulaciéon de lactotropos hipofi  sarios y su influencia en el
desarrollo de prolactinomas me diante la generacion de un

raton transgénico tejido especifico

Con el objetivo de estudiar la participacion del receptor dopaminérgico
D2 (RD2) en células hipofisarias productoras de prolactina hemos desarrollado
ratones mutantes incapaces de expresar el gen de RD2 (Drd2) selectivamente
en lactotropos. Para producir estos ratones con mutaciones nulas de Drd2
restringidas a lactrotropos generamos ratones transgénicos que expresan la
recombinasa Cre bajo el control transcripcional del promotor de prolactina de
raton (Prl-Cre) y luego los cruzamos con ratones mutantes condicionales para
el gen del RD2 (Drd2"™) para producir ratones mutantes y transgénicos
compuestos (Drd2™*x Tg Prl-Cre). La caracterizacion molecular y bioquimica
mostré que los ratones Drd2"¥"* Tg Prl-Cre no expresan Drd2 en el lébulo
anterior de la hipofisis pero si en el I6bulo intermedio y en todas las areas del
cerebro donde Drd2 se expresa normalmente. En consecuencia, esta nueva
cepa de ratones con mutaciones nulas de Drd2 restringidas a lactotropos fue
denominada pitD2RKO. Los ratones pitD2RKO presentan niveles elevados de
prolactina que resultan extremadamente altos en hembras adultas que
desarrollan prolactinomas hipofisarios. Como consecuencia de la falta de
receptores RD2 lactotrépicos, los niveles de prolactina de los ratones
pitD2RKO no aumentan luego de la administracion aguda del antagonista de
RD2s, haloperidol. Las curvas de crecimiento corporal de los ratones pitD2RKO
resultaron normales asi como los distintos parametros asociados al eje de la
hormona de crecimiento (GH), en marcado contraste con lo estudiado en
ratones mutantes totales del RD2 (Drd2") que son enanos. Esta observacion
indica que la ausencia de RD2s de los lactotropos hipofisarios no es
responsable del déficit severo presente en el eje de GH de los ratones Drd2™ .
Sorprendentemente, las hembras pitD2RKO presentan un aumento
considerable de la ingesta de alimento y del peso corporal a partir de los 90
dias de edad, probablemente como consecuencia de los elevados niveles
cronicos de prolactina. Finalmente, analizamos los prolactinomas
experimentales resultantes en nuestro nuevo modelo y ampliamos el estudio a
adenomas hipofisarios humanos; en ambos casos, de manera interesante,
observamos un aumento en la proliferacion celular y en la angiogénesis de los
adenomas respecto a las hipdfisis controles, contrariamente a lo publicado.

Palabras clave: sistema Cre/loxP, receptor de dopamina D2, adenomas

hipofisarios, prolactina.



Study of the participation of dopamine D2 receptor in pituitary
lactotropes and their influe nce in the development of
prolactinomas by gene ration of a transgenic tissue specific

mouse

To study the participation of the dopamine D2 receptor (D2R) on pituitary
lactotropes we have generated mutant mice that are unable to express the D2R
gene (Drd2) selectively in lactotropes. We first generated transgenic mice
expressing Cre recombinase under the transcriptional control of the mouse
prolactin promoter (Prl-Cre). Prl-Cre transgenic mice were mated with mutant
mice carrying conditional null mutations of Drd2 (Drd2"") to produce
compound mutant/transgenic mice (Drd2""*Tg Prl-Cre). Molecular and
biochemical characterization of these mice showed they lack Drd2 expression in
the anterior lobe of the pituitary while normally expressing Drd2 in the pituitary
intermediate lobe and in all brain areas. Thus, we designated this novel
lactotrope-specific Drd2 mutant mouse strain pitDrd2” o pitD2RKO. PitD2RKO
mice had elevated serum prolactin levels that were extremely high in adult
females which eventually developed pituitary prolactinomas. As a result of
lactototrope D2R disruption, the acute administration of the D2R antagonist
haloperidol failed to raise prolactin levels in pitD2RKO mice. Body growth
curves in pitD2RKO mice were normal as well as several parameters related to
the growth hormone (GH) axis, in clear contrast to what had been shown in null
Drd2 mutant mice (Drd2” or D2RKO). This observation indicates that the
absence of D2Rs in pituitary lactotropes is not responsible for the severe GH
axis deficit found in D2RKO mice. Strikingly, pitD2RKO female mice developed
a considerable increase in food intake and body weight starting at 90 days old,
probably as a consequence of their chronically elevated prolactin levels. Finally,
we analyzed the resulting experimental prolactinomas in our new model and
extended the study to human pituitary adenomas. In both cases we observed a
rise in cell proliferation and angiogenesis in the pituitary adenomas respect to
the normal pituitary.

Key words: Cre/loxP system, dopamine D2 receptor, pituitary adenomas,

prolactin.






Ihttoduccion General

1. La dopamina

La funcion de la dopamina (DA) como un potencial neurotransmisor
en vias neuronales especificas del sistema nervioso central fue sugerida
a fines de la década del 50 por el neurofarmacdlogo Arvid Carlsson,
quien por este decubrimiento recibié el Premio Nobel en Fisiologia vy
Medicina en el ano 2000. La DA fue llamada asi porque es una

monoamina, y su precursor es la 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA, (1)).

1.1 Sintesis, iberacion y degradacion de la dopamina

La DA es biosintetizada en numerosos tejidos, principalmente en el
tejido nervioso, en la médula de las gldndulas suprarrenales, primero por
la hidroxilacidon de los aminodcidos L-tirosina a L-DOPA mediante la
enzima tirosina hidroxilasa, y después por la decarboxilacion de la L-
DOPA por la L-aminodcido aromatico decarboxilasa (que se denomina
frecuentemente como dopa decarboxilasa, Figura 1). En células
noradrenérgicas la enzima dopamina-B-hidroxilasa convierte a la DA en
NA mientfras que en células adrenérgicas la enzima feniletanolamina N-

metilfranferasa convierte a la NA en adrenalina.
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Fgura 1: Bosintesis de la dopamina. A fravés de la tirosina hidroxilasa (TH),
enzima limitante en la biosintesis de las catecolaminas, el aminodcido L-tirosina
se transforma en L-DOPA, para luego decarboxilarse mediante la DOPA-

decarboxilasa, generando dopamina (DA).

En neuronas, después de su sintesis, la DA es almacenada en
vesiculas, las que son liberadas en las sinapsis en respuesta a un
potencial de accidn presindptico (Figura 2). La DA es incorporada a las
vesiculas a través de un transportador de alta afinidad (VMAT2), que
funciona acoplado a una bomba de protones (H*) dependiente de la
hidrdlisis de adenin tri fosfato (ATP) (2) que introduce una molécula de
DA al interior de la vesicula por cada dos protones eliminados. Cuando
ocurre la despolarizacion del terminal sindptico por la llegada de un
potencial de accidn se abren canales de Ca?* dependientes de voltaje
presentes en el terminal, y la consiguiente entrada de Ca?* promueve la

fusion de las vesiculas conteniendo al neurotransmisor con Ia membrana



sindptica, provocando la descarga de su contenido al espacio

sindptico.

La finalizaciéon de la senal dopaminérgica ocurre a través del
transportador de dopamina (DAT) presente en el terminal presindptico,
el cual recapta la DA extracelular dependiendo de un gradiente de Na*
(3). La actividad del transportador estd regulada por los niveles de DA
presentes en el espacio sindptico dado que la accidn de la DA sobre sus
receptores presindpticos conduce a una cascada de transduccidn de
senales que culmina en la fosforilacion del DAT, incrementando su
actividad (4). Una vez recaptada, la DA puede ser almacenada
nuevamente en las vesiculas para su reutilizacion, o degradada por la

enzima monoamina oxidasa (MAQ, Figura 2).

Las vias de degradacion de la DA dependen de las enzimas
metabdlicas que se encuentran en diferentes células y tejidos. La DA
recaptada dentro del terminal es degradada por la MAO, una enzima
que se encuentra en las mitocondrias (Figura 2). Existen dos isoenzimas
capaces de degradar monoaminas, la MAO-A y la MAO-B, que se
diferencian en su especificidad celular vy ftisular siendo la MAO-A mds
afin por la NA y la serotonina y la MAO-B mas afin por la DA. El producto
final de la acciéon de la MAO sobre la DA es el dacido 3.4-
dihidroxifenilacético (DOPAC). Por otro lado, la DA presente en el
espacio sindptico también puede ser degradada por intermedio de la
catecol O-metiltransferasa (COMT), una enzima que se expresa en la
membrana celular, y cuyo metabolito es la 3-O-metildopamina, que
luego es convertida en dacido homovainilinico (HVA) por la MAO

intracelular.
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Hgum 2: Bsquema de una sinapsis dopaminérgica. La DA, una vez sintetizada,
es incorporada a las vesiculas a través del transportador VMAT2. La liberaciéon
de DA se produce por la entrada de Ca?* extracelular, a través de canales de
Ca?* voltaje dependientes activados por la llegada de un potencial de
accidén, que promueve la unidn de las vesiculas a la membrana externa. La DA
una vez liberada, puede actuar en los receptores pre o post- sindpticos. El
transportador de DA produce una rdpida internalizacion de la DA que, una vez
recaptada, es degradada por la MAO al metabolito dacido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC). El DOPAC puede ser convertido a HVA por
accion de la COMT. Abreviaturas: DA: dopamina; MAO: monoaminooxidasa;
COMT: catecol-O-metil-transferasa; HVA: dcido homovanilico, metabolito de la
DA; VMAT: transportador vesicular de las monoaminas; AC: adenil ciclasa;
AMPc: adenosinamonofosfato ciclico; Gs y Gi: proteinas G estimuladoras e
inhibitorias de la AC (Tomada de (5)).



1.2Vias dopaminéigicas

En el sistema nervioso central, la DA es sintetizada por las neuronas

de la sustancia nigra y del drea tegmental ventral y por neuronas

hipotaldmicas del nicleo arcuato. Las neuronas dopaminérgicas de

estas dreas proyectan sus axones a diferentes zonas, formando asi las

distintas vias dopaminérgicas (Figura 3):

1-

La via nigroestriatal: estd formada por las neuronas que proyectan
desde la zona compacta de la substantia nigma (SNpc) del
cerebro medio hacia el estriado (o caudado-putamen),
producen el 70% de la DA del cerebro. La degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas nigroestriatales conduce a la
enfermedad de Parkinson, que se caracteriza por temblores,
rigidez postural y bradiquinesia (dificultad para iniciar los
movimientos).

La via mesocortical: las neuronas de esta via unen el drea
tegmental ventral con el drea prefrontal medial, cingulada vy
entorrinal de la corteza y dreas limbicas. Estd relacionada con
funciones emocionales, motivacionales y cognitivas cuya
disfuncion se vincula a la etfiologia de enfermedades psiquidtricas
como la esquizofrenia.

La via mesolimbica: el tracto mesolimbico proyecta hacia zonas
del cerebro anterior como el nicleo accumbens, el tubérculo
olfatorio, la amigdala y la corteza piriforme. Estas neuronas
presentan un interés particular por estar involucradas en los
efectos euforizantes y de refuerzo producidos por las drogas de
abuso como la nicotina, cocaina, alcohol, anfetamina y opioides
(6).

La via tuberoinfundibular: es un sistema neuroenddcrino
compuesto por neuronas ubicadas en el nicleo arcuato del

hipotdlamo (regidbn A12) que proyectan hacia el I6bulo
9



infermedio de la hipdfisis y hacia el extremo basal de la eminencia
media donde se encuentran los vasos portales que irrigan la
hipofisis anterior. La DA liberada por estas neuronas
tuberoinfundibulares DAérgicas (TIDA) actua sobre la hipofisis
regulando la sintesis y liberacion de péptidos derivados de la
proopiomelanocortina y la prolactina de manera inhibitoria
(Figura 4). Las células lactotropas que producen prolacting,
secretan esta hormona continuamente en ausencia de DA. La
prolactina a su vez estimula la liberacion de DA a modo de
refroalimentacion  corta. Las alteraciones de esta  via
neuroenddcrina modifican la liberacion de hormonas hipofisarias
generando problemas metabdlicos y de fertiidad, y pueden
conducir al desarrollo de tumores hipofisarios (7) (8). Otro grupo
de neuronas dopaminérgicas del nucleo arcuato y de la parte
ventral  del nlcleo periventricular  anterior, proyectan
directamente sobre los l6bulos intermedio y posterior de la
hipdfisis, y se denomina haz tuberohipofisario dopaminérgico,
THDA. Esta via regula hormonas de la hip&fisis intermedia, como la
hormona melanocito estimulante o o-MSH, y ademds la DA
descargada en el Idbulo neural alcanza la hipodfisis anterior por los

vasos portales cortos.
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Hguma 4. Diagrama de los sistemas dopaminérgicos hipotalimic os-hipofisaros.
Las neuronas TIDA se originan en la regidn Al12 del nucleo arcuato
dorsomedial. Tienen axones cortos que terminan en la zona externa de la
eminencia media cerca del plexo capilar primario de los vasos portales. La
dopamina liberada es transportada por los vasos portales largos hacia el
I6bulo anterior (LA) de la pituitaria. Las neuronas THDA/PHDA se originan
principalmente en la regidén Al4 del nlcleo periventricular y envian
proyecciones a los lobulos neural (LN) e intermedio (LI) de la pituitaria. Los
vasos portales cortos conectan ente el LN y el LA, pero no al Ll el cual es

avascular (Tomada de (10)) .

La DA cumple muchas funciones en el cerebro, incluyendo la
participacion importante en el comportamiento y la cognicién, la
actividad motora, la motivacion y la recompensa, la regulacion de la

produccion de leche, el sueno, el humor, la atencidn, y el aprendizaje.

1.3Receptores dopaminérgicos
Todos los receptores dopaminérgicos pertenecen a la superfamilia
de receptores acoplados a proteinas G, con siete  pasos

transmembrana, tres b o ps extracelulares y tres intracelulares (8).

Hasta el presente se han descripto cinco receptores agrupados
en dos subfamilias. La subfamilia D1, que incluye los receptores D1 y D5,
que se encuentran acoplados en forma positiva a la adenilato ciclasa, y
la subfamilia D2, que incluye los receptores D2, D3 y D4, acoplados en
forma negativa a la adenilato ciclasa o a ofras cascadas de

transduccién de senales.

La porcidon extracelular aminoterminal contiene un nUmero similar
de aminodcidos en todos los subtipos de receptores, pero varia el

numero vy sitio de las glicosilaciones. La porcidon carboxiterminal es 7
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veces mads larga en los receptores tipo D1 respecto a los receptores tipo
D2 (RD2). Esta regidon carboxiterminal es rica en residuos serina y
treonina, y contiene el residuo de cisteina conservado en todos los
receptores acoplados a proteina G. En los receptores tipo D1, el residuo
de cisteina se encuentra cerca del inicio del extremo carboxiterminal,
mientras que en los D2 este residuo se encuentra al final de la porcién
carboxiterminal del receptor. Por otro lado, el tercer bop infracelular es

mayor en la subfamilia D2 que en la D1.

Como mencionamos previamente en el sistema nervioso central
el RD2 se encuentra distribuido en nucleos donde se originan las vias
dopaminérgicas centrales, indicando que este receptor es uno de los
principales autorreceptores. En la hipdfisis los principales tipos celulares
donde se localizan los RD2 son los lactotropos y los melanotropos. El RD3
tiene una distribucion especifica en dreas limbicas (11), mientras que el
RD4 aparece altamente expresado en la corteza frontal, amigdala,

hipocampo, hipotdlamo y mesencéfalo.

En esta tesis, nos centraremos en el RD2, que representa el
principal autorreceptor de los sistemas dopaminérgicos, importante
para la transmision postsindptica, y es el principal receptor
dopaminérgico hipofisario a fravés del cual se regula la sintesis y
secrecion de prolactina. Este receptor ha sido el objeto de numerosos
estudios que demostraron su participacion en importantes procesos
fisioldgicos, como la liberacion y sintesis de hormonas hipofisarias y el
control de la actividad motora. Los RD2 representan el blanco
terapéutico de drogas antipsicdticas de mayor importancia, asi como
de diversos procesos neuropatoldégicos como la enfermedad de
Parkinson y el Sindrome de Tourette. También los agonistas del RD2 son
usados en el tratamiento de adenomas hipofisarios, mds

especificamente en pacientes con prolactinomas.
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Por ofro lado, la gran mayoria de las drogas que se utilizan en la
clinica para tratamiento de obesidad a nivel central tienen acciones
sobre el sistema monoaminérgico. Muchas de ellas se relacionan con la
inhibicion de la recaptacion de los neurotransimores como serotonina y
dopamina. La dopamina regularia el apetito y la saciedad al actuar en
dreas hipotaldmicas especificas. Sin embargo, los efectos de la
dopamina en el control del apetito no son claros y resultan conflictivos a
la hora de interpretarlos. Se observd que el tfratamiento sistémico con
agonistas de los receptores D1/D2 disminuyen la ingesta (12;13). En
contraposicion, otros estudios demuestran que si se utilizan agonistas

selectivos especificos para el RD2 la ingesta aumenta (14).

Los RD2 también se encuentran fuera del sistema nervioso central
como en la hipofisis, gldndula adrenal, rindn, corazén, vasos sanguineos,

pdncreas y ganglios simpdaticos.

Los genes que codifican para estos receptores poseen una
organizacion gendmica con multiples exones, lo que permite variantes
de receptores por procesamientos alternativos del ARNm. El RD2
presenta dos variantes funcionales, una isoforma corta (D2S) y una larga
(D2L), que difieren en 29 aminodcidos en el tercer bop intracelular.
Ambas variantes del receptor se unen a proteinas G inhibitorias (Gi).
Otra particularidad de estas dos isoformas es que estdn involucradas en
forma diferencial en la funcion presindptica y la postsindptica. Mediante
el estudio de ratones que carecen de la expresion de la isoforma larga
(D2L-) se observd que estos receptores estarian preferentemente
involucrados en las respuestas postsindpticas mientras que los D2S
actuarian como autorreceptores inhibitorios en las neuronas del cerebro
medio (15).

En la rata, el eje dopaminérgico hipotdlamo-hipofisario estd

involucrado en la diferenciacion, proliferacion y supervivencia de
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células de la hipdfisis durante el desarrollo (16). Las acciones de la
dopamina en la hipdfisis estdn integradas principalmente por los RD2.
Los lactotropos y melanotropos expresan tanto la forma larga del
receptor dopaminérgico tipo 2, D2L, como la forma corta, D2S (17).
Existen distintas subpoblaciones de lactotropos que expresan ambas
variantes en distintas proporciones (8). El cociente D2L/D2S se ve
afectado por esteroides sexuales in viro (18) (19). Por otro lado, el
estradiol disminuye el efecto de la dopamina a nivel hipofisario, es decir
su acftividad inhibitoria de la prolactina (20), y también afecta el
metabolismo de Ila dopamina hipotaldmica (21). Ratones que
sobreexpresan la isoforma D2S presentan un drdstico descenso de los
niveles de PRL, mientras que aquellos que sobreexpresan la isoforma D2L
por el contrario, poseen elevados niveles de la hormona, sugiriendo que
ambas isoformas tienen funciones distintas en la hipdfisis (19). Aunque
estudios in vitro determinan que la principal via de la DA en los
lactotropos es mediante los D2S (17). La accidén de dopamina sobre

otros tipos celulares de la hipdfisis es mds controvertida.

Como en esta tesis estudiomos el RD2 de la hipdfisis, a

continuacion se describe dicha glandula y su funcion.

2. Hipdfisis

La hipdfisis es una gldndula pequena que se encuentra en la base
del cerebro, sobre el bolsillo o fosa del hueso esfenoides denominada
silla turca, ya que su forma es semejante a una montura o silla de
montar. Estd subdividida en dos Iébulos, el anterior o adenohipdfisis y el
posterior o neurohipdfisis. Enfre ambos existe una pequena zona
llamada pars inte e dia o hipofisis infermedia. En los humanos esta zona
es practicamente inexistente pero en ofras especies de vertebrados

como los roedores es mds grande y funcional.
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El desarrollo de la hipdfisis responde a la actividad de distintos
factores de ftranscripcidn y hormonas que en forma coordinada
establecen cada lingje celular. Entre los grupos celulares presentes en la
adenohipdfisis, el linagje tiro-somato-mamotropo recibid especial
atencidn. Este linaje da origen a los tirotropos o células secretoras de la
hormona estimulante de la tiroides (TSH), a los somatotropos o células
secretoras de la hormona de crecimiento (GH) y finalmente como
Ultimo paso de esta linea de diferenciacion a los lactotropos o células
secretoras de PRL. Se demostré que la expresion de los factores de
transcripcion Prop-1 y Pit-1/GHF1 es un prerrequisito femprano para la
determinacion de este linaje, que requiere ademds de factores
hipotaldmicos como GHRH para la proliferacion de somatofropos (22) y
de estrogenos para la proliferacion de lactofropos (23). Por otfro lado, se
encuentran dentro de la hipdfisis las células gonadotropas, productoras
de la hormona luteinizante (LH) y de la hormona foliculo estimulante
(FSH); las corticotropas que producen la hormona estimulante de la
corteza suprarrenal (ACTH), las melanotropas o productoras de la
hormona estimulante de melanocitos (MSH), v las foliculo estrelladas que

tienen funciones de soporte y comunicacién paracrina.

En el presente trabajo, nos centraremos en las células hipofisarias

que sintetizan y liberan prolacting, los lactotropos.

2.1 Polactina

La hormona PRL fue identificada en 1928 y purificada en 1939. Su
localizacion mds conocida es en las células de la hipdfisis anterior, los
lactotropos. En humanos también fue identificada en el sistema nervioso

central, el sistema inmune, el Utero y la gldndula mamaria.

ActUa en numerosos tejidos como el higado, el ovario, el testiculo,

la préstata y principalmente en la gldndula mamaria. Es tal vez, la
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hormona hipofisaria que participa en el mayor niUmero y diversidad de

procesos fisioldgicos (24).

Las células secretoras de PRL se detectan recién a las semanas 15-
17 embrionarias en humanos y el contenido hipofisario de PRL aumenta
desde la mitad hasta el fin de la gestacion sin una diferencia aparente
enfre  sexos. Los niveles séricos fetales también aumentan
progresivamente hasta alcanzar un pico antes del nacimiento,
inmediatamente después se da ofro aumento que dura varios dias y
declina en el primer mes de vida. Después de la pubertad, las
concentraciones séricas de PRL en mujeres son el doble respecto a los
hombres. En el embarazo la PRL circulante aumenta progresivamente
hasta 7-10 veces mds que en mujeres no embarazadas y este aumento
de PRL es necesario para el correcto desarrollo de la gldndula mamaria

para la posterior lactancia (24).

La secrecion de PRL estd afectada por numerosos estimulos, tanto
externos como internos. La succidn es el estimulo externo de mayor
importancia y el estrés y los niveles de esteroides gonadales también
aumentan la liberacion de PRL. Muchos estimulos son traducidos por el
hipotdlamo, que elabora y secreta hacia la hipdfisis una serie de

factores liberadores (PRF) o inhibidores (PIF) de la secrecion de PRL.

Los lactotropos presentan una alta actividad espontdnea de
secrecion de PRL. Por este motivo, la secrecion de PRL estd bajo un
control hipotaldmico ténico inhibitorio. La DA, como ya mencionamos,
es el neurofransmisor catecolaminérgico principal en la inhibicion de la
PRL, es capaz de inhibir tanto in vivo como in vitro, a través de los RD2
(25).

También, la PRL es capaz de regular su propia liberacion al actuar
sobre el sistema dopaminérgico del hipotdlamo. El aumento de PRL

produce un aumento en la actividad de las células TIDA, por lo que
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disminuye la liberacion hormonal por parte de los lactotropos. Estas
neuronas dopaminérgicas responden a cambios tanto agudos como
cronicos con algunas excepciones: prenez, lactancia y en el caso de
prolactinomas. Esto es debido a que se vuelven refractarias a los altos
niveles de PRL, dando como resultado estados fisioldgicos o patoldgicos

de hiperprolactinemia (25).

Cuando se exponen los lactotropos a DA, se inactivan los canales
de voltaje dependientes de calcio y por lo tanto también la liberacion
de grdnulos con PRL. Mds lentamente, se inhibe la adenilato ciclasa
(AC) que produce la inactivaciéon de la PKA y una consecuente
supresion de la expresion de genes que incluyen Pit-1, factor necesario
para la expresion tanto del gen de PRL como de GH. Aungue la
cantidad de DA que llega a la hipdfisis es suficiente para inhibir
tonicamente la PRL, se postulan otros PIFs cuyos papeles fisioldgicos no
estdn aun bien determinados, como endotelinas, somatostating,

acetilcolina y GABA, entre otros.

Por otro lado, ademds de los estrogenos, fambién existen péptidos
estimuladores de la secrecion de PRL. Algunos de ellos son la hormona

liberadora de tirotropina (TRH), péptido intestinal vasoactivo (VIP).

2.2Homona de crecimiento
Si bien la influencia del RD2 sobre la PRL estd bien demostrada,

poco se sabe sobre el control que ejerce sobre la GH. Estudios de
nuestro laboratorio han demostrado que en edades tempranas el RD2
es critico para la estimulaciéon de este eje, y su ausencia en ratones

kno c ko ut totales para el RD2 (Drd2-/) causa retardo de crecimiento (26).

El eje hipotaldmico-hipofisario-somdtico en mamiferos recibe una
multiplicidad de senales a lo largo del desarrollo madurativo de cada

individuo lo que aporta un enorme valor adaptativo en relacion a su
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éxito reproductivo posterior. Dos neuropéptidos hipotaldmicos controlan
la sintesis y liberaciéon de GH en los somatotropos del I6bulo anterior de
la hipdfisis: la hormona liberadora de hormona de crecimiento (GHRH) y
la somatostatina (STT). Los desbalances en los niveles de GHRH o GH
producen alteraciones en fenotipos relacionados al crecimiento
somatico(27) (28) (29) mientras que la falta de SST altera el programa

secundario de dimorfismo sexual(30) (31).

GHRH estimula la proliferacion de los somatotropos en la hipofisis asi
como la sintesis y liberacion de GH. Por su parte, SST inhibe tanto la
liberacion de GHRH como de GH. La liberacion de GH sigue un patrén
pulsatil que presenta un dimorfismo sexual muy marcado. Mientras que
en hembras los niveles plasmdticos de GH son mds constantes, de
periodos mads largos y menor amplitud, en machos la liberacion
hipofisaria de GH presenta periodos mds cortos y de amplitud mucho
mayor, por lo que los niveles plasmdaticos son mds variables a lo largo del
dia. Estos patrones diferenciales de aumento y descenso en la liberacion
de GH cumplen un papel clave en la determinacion del desarrollo

corporal normal en machos y hembras.

La GH plasmdtica fiene muchos blancos de accidén, controlando el
crecimiento corporal a fravés de su accion sobre células del higado, del
musculo esquelético, del tejido ¢seo y de adipocitos. La accion de GH
sobre los hepatocitos induce la produccion vy liberacion del factor de
crecimiento tipo insulina 1 (IGF-l) al torrente sanguineo. IGF-l tiene
receptores especificos en varios tejidos del organismo donde participa
estimulando el crecimiento somdtico (32) y la maduracion sexual (33).
La estimulacién pulsdtil de GH sobre el higado determina la produccién
de niveles altos de proteinas mayoritarias de la orina (MUPs, por Major
Urinary Proteins) en machos y de bajos niveles en hembras, es por ello
gue la medicidn de MUPs en orina es una técnica muy utilizada para

medicion indirecta de la pulsatilidad de GH. Las MUPs son una familia de
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proteinas poligénicas y altamente polimérficas sintetizadas en el higado,
hasta hace poco sélo se conocia una funcién de estas proteinas:

transportar feromonas volatiles presentes en la orina.

En el genoma del raton existen unos 35 genes de MUPs,
mayormente localizados en el cromosoma 4. Esos genes altfamente
polimdrficos codifican proteinas de tamanos variables que son
secretadas desde el higado y rdpidamente excretadas por el rindn.
Cada ratén expresa una combinacidén de alrededor de 4 a 6 MUPs
diferentes y el grado de polimorfismo genético es tan elevado que
cada combinacién puede ser diferente dentro de la misma poblacion

de ratones salvajes (34) (35).

Recientemente se ha descripto que las MUPs también juegan un rol
crucial en el metabolismo de la glucosa, regulando programas
lipogénicos y gluconeogénicos en el higado. Se ha demostrado que la
expresion hepdtica de MUPs estd regulada por senales metabdlicas o
nutricionales, por ejemplo, su expresion disminuye en animales con
diabetes tipo 2, sugiriendo que las MUPs contribuyen a la hiperglucemia,

resistencia a insulina e intolerancia a la glucosa en la diabetes (36) (37).

3. Tumores hipofisarios
Los adenomas hipofisarios son los neoplasmas intracraneales

primarios mdas frecuentes. Corresponden aproximadamente al 15% de
todos los tumores infracraneales, con un pico de incidencia mads
temprano en mujeres (20-45 anos) que en hombres (35-60 anos). No es

frecuente el desarrollo de estos tumores durante la ninez.

La mayoria de los tumores hipofisarios crece lentamente a lo largo
de los anos. Se los considera benignos porque no son metastdsicos vy
permanecen dentro de la silla turca aunque también pueden crecer en

forma expansiva hacia los tejidos vecinos. Estos tumores invasivos no se
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consideran malignos, incluso cuando hay invasién de duramadre. Se
definen como verdaderos carcinomas sélo cuando hay presencia de
metdstasis craneoespinal y/o sistémica, y éstas son raras con una
incidencia de menos del 0,5% de los tumores hipofisarios sintomdaticos
(38) .

3.1 Patogénesis hipofisana

Existen dos teorias que intentan explicar los mecanismos por los
cuales se desarrolla la tumorigénesis hipofisaria. Las dos teorias
principales confrontan a la estimulacion hormonal contra un defecto
hipofisario intrinseco. Un esquema integrado concilia ambas teorias de
tumorigénesis aplicando la teoria de varios pasos en la carcinogénesis.
Segun ella, el evento iniciador seria una alteracion genética que
transforma a una Unica célula mientras que las hormonas y factores de
crecimiento participarian en la promocion de la proliferacion celular en

un paso posterior.

La mayoria de los adenomas hipofisarios humanos son de origen
monoclonal, lo que es una evidencia de que la alteracién molecular
conduce a transformacién celular como evento inicial del proceso. Sin
embargo, los oncogenes involucrados en la carcinogénesis de otros
sistemas no estarian participando en el desarrollo de estos tumores;
varios estudios excluyen la participacion de oncogenes como ms, c-
myc, c-myb y c-fos, aunque estos genes han llegado a asociarse con los

tumores de hipdfisis mds agresivos e invasivos (39).

Ademds de la mencionada naturaleza clonal de los adenomas
hipofisarios que apoya a los defectos somdaticos intrinsecos como
principal etiologia de estos tumores, el hecho de que se encuentren
adenomas bien circunscriptos, rodeados por tejido normal no

hiperpldsico refuerza dicha teoria (39).
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Por otra parte, los factores de crecimiento y sus receptores, asi
como las hormonas tréficas hipotaldmicas, implicados en la regulacion
del crecimiento y funcidén de las células hipofisarias proveen
mecanismos alternativos ya que las células en proliferacion tendrdn un
mayor riesgo de sufrir alteraciones genéticas durante la mitosis, y las
manifestaciones de las alteraciones genéticas serian precipitadas por

los estimulos de crecimiento (40).

Pero también, existen otras evidencias que apoyan la etiologia

hormonal:

a) Bl desarrollo de adenomas hipofisarios en casos de

estimulacion hipotaldmica excesiva.

b) La respuesta de las hormonas hipofisarias a la estimulacion de

péptidos exdgenos.

c) La pérdida del control inhibitorio hormonal como es el caso de

la falta de respuesta a dopaminag, y desarrollo de adenomas.

d) Las evidencias de produccion de hormonas hipotaldmicas
dentro de la hipdfisis lo que sugiere un rol para la estimulacion

local.

3.2 Polactinomas
Dentro de los adenomas hipofisarios, son de particular interés en

este trabajo los prolactinomas o adenomas secretores de PRL.

Estos tumores hipofisarios son los mds frecuentes, aunque si se
examina la estadistica en muestras quirdrgicas este subtipo de
adenoma es mucho menos prevalente debido al exitoso tratamiento
primario de los prolactinomas con agonistas dopaminérgicos (41). Se ha

reportado que el 35% de los tumores hipofisarios en mujeres producen
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prolactina (PRL) y que un 6% producen PRL junto con ofra hormona
hipofisaria. La secrecion excesiva de PRL causa oligomenorrea o
amenorreq, y galactorreq, y éstos son los sinftomas generales por los que

los prolactinomas son detectados precozmente en las mujeres.

En los hombres en cambio, la galactorrea es rara y los sinftomas de
hipogonadismo tales como impotencia y falta de libido llevan a la
consulta médica en forma bastante tardia. Los prolactinomas son los
tumores hipofisarios mds asociados a MEN-1 (Neoplasia enddcrina
multiple-1). Mientras que la mayoria de estos tumores puede reducirse
por el tratamiento con bromocriptina o cabergolina, algunos pacientes
poseen resistencia al fratamiento dopaminérgico, esto puede deberse a
un numero reducido de receptores de DA o a fallas en la transduccion
de la senal de los RD2 (42) (43).

3.2.1 Modelos expernmentales de prolactinomas
Existen varios modelos que han sido ufilizados ampliomente en

diversos trabajos, algunos son, administracion farmacolégica de
estrogenos en forma cronica en ratas (44), ratas seniles (45), animales
transgénicos, como por ejemplo ratones que sobreexpresan galanina en
lactotropos (46); TGF alfa (47); NGF (48); un receptor truncado tfipo 4 de

FGF (49) o ratones kno c ko ut para el receptor de prolactina (50).

En nuestro laboratorio hemos trabajado durante los Ultimos anos en el
modelo de ratones knoc kout total para el RD2 (Drd2-/-). Estos ratones
fueron generados por los Dres. Malcolm Low en Portland, Oregon, USA y
Marcelo Rubinstein (INGEBI, CONICET) en Buenos Aires (7) por delecion
del exén 7 completo y la mitad 5" del exén 8 del gen del RD2 murino
mediante recombinacion homodloga. Dichos exones codifican para los
Ultimos 2 dominios transmembrana del RD2, el tercer bop extracelular y

la cola carboxi-terminal intracitoplasmdtica. La zona delecionada fue
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reemplazada por un cassette que confiere resistencia a neomicina y
esta secuencia es a la vez utilizada para la genotipificacion de los

ratones por PCR a partir de DNA gendmico.

Demostramos en el laboratorio que los ratones Drd2-- de ambos
sexos tienen mayores niveles de PRL sérica que sus pares WT ya en la
sexta semana de vida, y que en las hembras la prolactinemia siempre es
mayor que en los machos (Figura 5). Hemos demostrado en estos
ratones que la falta de este receptor en todo el organismo produce
hiperplasia de lactotropos con un aumento del peso de la hipdfisis de 2-
3 veces respecto a las hembras WT, una disminucidén en el nUmero de los
demds tipos celulares de la gldndula y eventualmente adenomas en
hembras a los 8 meses de edad (51) (52). A los 17-18 meses las hembras
Drd2-/- desarrollan verdaderos adenomas hipofisarios evidenciados por
la presencia de nddulos multifocales, agrandamiento de la gldndula
con aumento del peso de unas 30 veces respecto a las hembras WT y
destruccion de las fibras de reticulina, caracteristica patognémica de
adenoma. A esta edad los machos presentan pequenos nddulos
multifocales también con ruptura de la red de reticulina indicando

desarrollo de multiples adenomas (53).
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FKgura 5: Niveles de pmwlactina sérica medidos por RIA en ratones hembra y
macho Drd2-- y WT a lo largo del desarrollo. * p< 0,05 Drd2-- vs WT de la misma
edad y sexo (26).

Pero también demostramos otros fenotipos enddcrinos en el ratdon
Drd2-I-, tales como un retardo del crecimiento corporal y alteracion del
eje GH-IGF-I (26) (54), modificaciones de los circuitos que controlan la
ingesta (55), y fallas en la homeostasis de la glucosa. Describimos que os
Drd2-- tfienen igual peso corporal que sus controles al nacer, pero una
disminucion significativa del 15% de su peso corporal a partir del primer
mes de vida. Esta alteracion en el eje de crecimiento fue diferente entre
sexos, l1os machos mantuvieron la diferencia de peso hasta los 8 meses
de edad, mientras que la hembras tuvieron menor peso hasta los 4
meses, edad a la cual alcanzaron el peso de las hembras WT (Figura 6,
26).

gr Peso corporal, Hembras
30

25 A
20
15
10

FHgura 6: Peso comporal de hembras y machos a distintas edades. * p<0,05,

animales Drd2--vs WT de la misma edad y sexo (26).

Por otro lado, el largo corporal total, medido de la nariz al ano,

también resulté ser menor en los Drd2-/- respecto a los WT a los 4 meses de
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edad. Este refraso en el crecimiento corporal se correlaciond con
alteraciones en el perfil hormonal de GH sérica durante el desarrollo. Los
animales WT mostraron altos niveles de GH sérica en el primer mes de vida
y luego una disminucién a lo largo del desarrollo. En cambio, los Drd2-/-
presentaron niveles muy bajos de GH a lo largo de la vida. A los 4 meses
de edad ya no se observaron diferencias en los niveles plasmdaticos de GH
entre genotipos (Figura 7). Dado que muchas acciones de GH son
mediadas por IGF-1 (56), determinamos un correlato entre crecimiento y
perfil de secrecion de GH vy los niveles circulantes de IGF-1 en los dos
genotipos. Tanto en machos como en hembras, los niveles de IGF-1 en

suero fueron significativamente menores en ratones Drd2--,
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FHgura 7: Niveles de GH sérica (ng/ml en ratones de ambos sexos. *

p<0,05, animales Drd2-- vs WT de la misma edad y sexo.
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El metabolismo energético y el control de la ingesta son motivo de
constantes investigaciones. El sistema dopaminérgico fue involucrado en
diferentes y numerosos procesos que conforman la homeostasis

energética.

En nuestro modelo experimental, demostramos que no existen
diferencias entre genotipos en cuanto a la ingesta de alimento, pero si la
misma se relativiza al peso corporal, los Drd2-/- resultan tener una mayor
ingesta que los WT, lo que indicaria que la eficiencia de la ingesta es
mayor en animales WT. A pesar de la mayor ingesta en los Drd2-- hemos
descripto altos niveles del péptido anorexigénico (a MSH) y bajos niveles
del precursor de péptidos orexigénicos (PPO) en los Dmd2-/- en
comparacién con los WT, postulando que los altos niveles de PRL sérica

compensaban el efecto anorexigeno de estos dos eventos (55).

Finalmente, demostramos que la homeostasis de la glucosa estd
afectada en los Drd2-/-, evidenciando una potente funcidon de la DA a
través del RD2 en el metabolismo de la glucosa. Los Drd2-/- presentaron en
la adultez glucemias basales en ayuno mayores respecto a sus pares WT,
con una moderada infolerancia a la glucosa, en correlacidon con
menores niveles séricos de insulina en respuesta a la glucosa (57). En
resumen, demostramos que la alteracion del RD2 en todo el organismo
modifica la reguacion de la PRL, del eje somdtico, de la ingesta y del

metabolismo de la glucosa.

A raiz de estos resultados previos de nuestro laboratorio, en los
ratones Dd2--, que carecen de RD2 en todos los tejidos, nos proponemaos
definir a qué nivel (hipofisario, periférico o central) la falla de los RD2
impacta en cada eje, es decir, en el eje de crecimiento, en el

metabolismo y en el desarrollo de tumorigénesis hipofisaria.

Nuestra hipétesis es que la ausencia del RD2 en hipotdlamo

condiciona el retardo de crecimiento, mientras que la ausencia de RD2
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hipofisario estd implicada en el desarrollo de prolactinomas. El RD2

hipotaldmico y/o hipofisario podria condicionar la ingesta.

EL primer objetivo de esta tesis doctoral es investigar los efectos de
la ausencia del RD2 exclusivamente en lactotropos. Para esto nos
propusimos generar rafones fransgénicos condicionados mediante la
tecnologia Cre/loxP y analizar si como consecuencia de la falta
prolongada de estimulacion del RD2 en los lactotropos se desarrollan
prolactinomas, transtornos de crecimiento o alteraciones matabdlicas. El
segundo objetivo de esta tesis doctoral consiste en estudiar adenomas
hipofisarios humanos, para comparar caracteristicas de proliferacion y
angiogénesis entre los adenomas humanos y murinos y determinar si
este nuevo modelo experimental podria ser utilizado para el estudio de

la etiopatogenia de prolactinomas humanos.
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Objetivos generales

Los objetivos generales de esta tesis doctoral son:

Capitulo 1: Generar una cepa de ratones con mutaciones del gen
Drd2 restringidas a lactotropos pama estudiarla funcion de la prolactina
en la ingesta, el crecimiento cowpomral y el desanollo de tumores
hipofisarios.

Para esto nos propusimos generar y caracterizar ratones transgénicos
condicionados mediante la tecnologia Cre/bxP, la cual permite
infroducir mutaciones nulas en el gen del RD2 exclusivamente en un tipo

celular.

Capitulo 2: Fstudiar factores angiogénicos y de pmwliferacion en

adenomas hipofisarios humanos.

En particular, es de nuestro interés determinar la expresion de
factores angiogénicos y de proliferacion en adenomas hipofisarios
humanos, y compararlos con los resultados observados en lo ratones
con disrupcion del RD2 especificamente en los lactotropos. Y
establecer asimismo, correlaciones entre los pardmetros analizados para

los distintos tipos de tumores hipofisarios.
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Capitulo 1

Generaciony caractenzacion de la
lInea de ratones mutantes pitD2RKO
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Objetivos del Capitulo 1

Los objetivos del Capitulo 1, parte 1y 2 son:

Parte 1

1)

2)

Generar un raton transgénico que exprese la recombinasa Cre en
la hipofisis (Prl-Cre), mediante la identificacion de secuencias
génicas vecinas al gen de PRL, que funcionen como promotor
especifico de lactotropos. Para ello, estudiar el promotor de PRL
de ratén, disenar y clonar el transgen Promotor de prolactina-Cre
para luego microinyectarlo en el pronlUcleo de cigotas B46CBF..
Transferir las cigotas microinyectadas a oviductos de hembras
pseudoprenadas y asi obtener por recombinacion el ratéon

transgénico Prl-Cre.

Determinar la validez experimental de los ratones Prl-Cre,
mediante el andlisis de la expresion de Cre en la hipdfisis y en
distintos tejidos y mediante la cruza de estos tfransgénicos con una

linea reportera de la actividad de Cre, los ROSA-EGFP.

Paxte 2

3)

Generar ratones con mutaciones nulas de Drd2 restringidas a la
hipofisis mediante la cruza de ratones Drd 2fx/fex con ratones Prl-
Cre. Caracterizar a los ratones Drd2fx/foxTg.Prl-Cre (pitD2RKO) a
nivel molecular, bioguimico y funcional y determinar si

efectivamente carecen de RD2s en la hipofisis.
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4) Estudiar el eje hipotaldmico-hipofisario en ratones pitD2RKO en
comparacién con sus hermanos Drd2fexifex g través de la
determinacién de curvas de crecimiento corporal (peso y talla),
ingesta, niveles hipofisarios de PRL, niveles séricos de PRL e IGF-l y
de insulina pancredtica, y niveles urinarios de las proteinas

mayoritarias de la orina (MUPs).

5) Caracterizar fisioldgicamente a la linea de ratones pitD2RKO en el
desarrollo de hiperplasia hipofisaria y analizar la expresion de

factores angiogénicos y de proliferacion en estos prolactinomas.
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Capitulo 1: htoduccion

1. Sistema Cre-loxP

La técnica convencional de ratones knockout ha sido muy Ufil
para descifrar las bases moleculares y celulares del comportamiento de
los genes y sus productos, debido a que genera animales que heredan
deleciones del gen en estudio en todas las células del organismo
(26;45;52). Sin embargo, una delecion no restringida en tiempo o region
puede conducir a severos defectos en el desarrollo y muerte
prematura, lo que impediria el andlisis de las funciones de los genes en
ratones jovenes o adultos. Ademds, el knoc kout global hace dificil la
interpretaciéon de fenotipos anormales atribuyéndolos a un tipo

particular de tejido o célula, ya que todas las células estan mutadas.

A raiz de estos problemas se han propuesto estrategias de
recombinacion tejido especificas (58) y mutaciones inducibles (59). Uno
de estos sistemas se basa en la utilizacion de la recombinasa Cre del
bacteridfago P1 (60-62), que permite activar una mutacién en un
momento y/o tejido determinado y asi, evitar defectos durante el
desarrollo, superar la aparicion de mecanismos compensatorios y evitar

la concurrencia de multiples fenotipos simultaneos.

El bacteriéfago P1 codifica para la proteina recombinasa Cre de
38 kDa que catdliza la recombinacion sitio especifica del ADN entre
secuencias de 34 pb repetidas llamadas loxP (63). Cre es un miembro de
la familia de las integrasas dentro de las recombinasas, las que
reconocen secuencias de nucledtidos especificas y funcionan a fravés
de una unién covalente transitoria de ADN con la proteina (64). Los sitios
loxP son palindrémicos excepto por una secuencia central que le
provee a cada sitio una orientacion unidireccional (65). Repeticiones

directas de dos sitios loxP provocan la escision del fragmento contenido
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entre ellos por medio de la recombinasa, mientras que repeticiones

invertidas provocan la inversion del mismo (66).

Estas secuencias loxP pueden ser artificialmente insertadas en el
genoma de células embrionarias multipotentes por recombinacion
homodloga, de tal forma que flanqueen uno o mds exones codificantes
del gen de interés. De esta manera, el “gen floxeado” podrd ser
anulado Unicamente en las células donde se expresa Cre (Figura 1.1).
Para obtener el ratdbn mutante de interés, se generan ratones
transgénicos homocigotas para el gen floxeado y se cruzan con un
segundo ratén transgénico que contiene el fransgén Cre bajo el control
transcripcional de un promotor tejido o célula especifico, que puede o
no ser inducible. En ratones homocigotas para el gen floxeado vy
portadores del fransgén Cre, se producird recombinacion Cre/loxP, y
por lo tanto se delecionard el gen floxeado. Esto sucederd solamente
en aquellos tipos celulares en los cuales el promotor asociado a Cre sea

activo.

Distintos laboratorios en el mundo han desarrollado ratones
transgénicos para Cre especificamente acoplado a disfintos
promotores, que son catalogados en la pdgina de Nagy Lab

(http://www.mshri.on.ca/nagy/default.htm).
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Fguma 1.1. Bsquema de construccion de un mutante condicional El primer
paso consiste en la introduccidon de 2 sitios loxP flanqueando una region
clave del gen a estudiar (en este caso el exdn 2) mediante recombinacion
homologa en células embrionarias multipotentes (ES). Un cassette de
resistencia a un antibidtico se infroduce como marcador de seleccion
también flanqueado por sitios o xP para su posterior remocion. Mediante la
accion de la recombinasa Cre in vitro 0 a fravés de un ratédn transgénico
de expresidbn muy temprana de Cre se activa la primera ronda de
mutaciones somdaticas. Se seleccionan aquellos clones de células o ratones
qgue hayan incorporado la delecidn tipo 2 que determina un alelo
condicional para la posterior delecién del exdn 2 de manera controlada.

(Tomada de la tesis doctoral de Daniela Noain)
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Para determinar la especificidad de los ratones tfransgénicos que
expresan Cre bajo el confrol transcripcional de promotores especificos,
existen distintas lineas de ratones fransgénicos reporteros que permiten
ver la expresion y actividad de la recombinasa Cre. En nuestro
laboratorio se utilizd la linea reportera Bé; 129-Gt(ROSA)26So rim2Dho [ |,
conocida popularmente como ROSA-EGFP (67). Estos ratones tienen el
gen de la proteina verde fluorescente (EGFP) insertado en el locus Gt
(ROSA) 26Sr. La expresion de esta proteina estd blogueada por un
fragmento STOP, coddén de finalizacion de la traduccidn, que se
encuentra flanqueado por sitios bxP y ubicado entre la secuencia de
EGFP y el promotor Gt (ROSA) 26Sor. En presencia de Cre, comenzard a
expresarse EGFP ya que el fragmento STOP serd escindido. Por lo tanto,
en aquellas células en donde se exprese la recombinasa Cre se verd la
expresion de EGFP, indicando que la enzima se expresa y es activa

(Figura 1.2).

Floxed ROSA26-EGFP locus
loxP loxP loxP

EP 1 X yE pa— X
- ! ‘.,11 PGK-CD PGK-Purg MEGFPL___pgeo -
3'LTR/SA ~— S'LTR

Hgum 1.2: Bsquema del tansgén de las animales reporteros ROSAHGFP.

En esta tesis se generd la linea de ratones transgénicos Prl-Cre,
animales que expresan la recombinasa Cre en la hipdfisis bajo el control
transcripcional del promotor de PRL. A confinuacidon, se describe
brevemente la caracterizacion del promotor de PRL y algunos aspectos

de funcionales y metabdlicos de esta hormona.
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2. Animales transgénicos como herramienta de estudio

La generacidon de ratones genéticamente modificados para
distinfos componentes de las rutas del sistema dopaminérgico
constituye una herramienta poderosa en el estudio del rol de la

dopamina in vwo.

En este trabajo se generaron ratones kno c ko ut para el RD2 sélo en
los lactotropos, mediante la tecnologia Cre/loxP. Para ello, primero se
generd un raton transgénico Prl-Cre, en el cual la recombinasa Cre se
expresa bajo el promotor de PRL hipofisaria, luego este animal se cruzd
con ofro que contiene las secuencias b xP flanqueando el exdn 2 del
gen del RD2 (Drd 2fexlfex), ratdon floxeado generado recientemente en el
laboratorio del Dr Marcelo Rubinstein en el INGEBI-CONICET. Como
resulfado de la cruza se obfuvo un ratén Drd2fexifex Tg.Prl-Cre, que

llamaremos de aqui en adelante pitD2RKO.

La generacion de estos nuevos ratones transgénicos nos permitird
dilucidar la participacion selectiva de los RD2 hipofisarios e inferir la
participacién de los RD2 hipotaldmicos en el desarrollo de
prolactinomas, el crecimiento corporal y la expresion de distintos
factores de crecimiento relacionados con los tumores hipofisarios. De
este modo podremos trabajar con un modelo de prolactinoma, sin otro
fenotipo asociado, que serd de gran utilidad para estudiar los
prolactinomas resistentes a agonistas dopaminérgicos. Por ofro lado, de
acuerdo a las multiples alteraciones que encontramos en los ratones
Drd2-- , en el crecimiento somdtico y el metabolismo, este nuevo
modelo experimental pitD2RKO nos permitird dilucidar el rol de la PRL en

las mencionadas alteraciones.
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3. Regulacion de la expresion génica de prolactina

Tanto el gen de PRL como el de GH estdn compuestos por 5
exones separados por 4 infrones. Los intrones del gen de PRL son mds
largos, formando un gen mds extenso, de 10kb, respecto al de GH que
tiene 2kb. Como sucede con la mayoria de las proteinas secretoras, el
gen de PRL codifica para una prohormona que contiene en el extremo
N-terminal una senal peptidica de 28-30 residuos. Luego del corte
proteolitico de esta senal peptidica, la PRL madura en roedores y en
humanos estd formada por 197 y 199 aminodcidos respectivamente, y
posee tres puentes disulfuro intframoleculares. Los promotores que
controlan la expresion génica de GH y PRL han sido caracterizados en
detalle. Muchos trabajos se han focalizado en el estudio del gen de PRL
de rata, un menor niUmero en PRL humana y muy pocos en el gen PRL
de ratéon (68).

El gen de PRL de ratén estd bajo el control tfranscripcional de un
promotor proximo situado entre -250 y -10 pares de bases y una regiéon
distal e nhancerlocalizada entre -1800 y -1500 pares de bases relativo al
sifio de inicio de la transcripcion. La regidon promotora, desde -3000
hasta +33 es necesaria para que la expresion del gen de PRL sea
especifica en la hipdfisis (68). Las secuencias que rodean a la region
distal enhancer restringen la expresion de PRL a los lactotropos
hipofisarios in vivo (69) (70) . Como se puede observar en la figura 1.3, el
gen de PRL de rata posee multiples sitios de unidon para la proteina Pit-1:
cuafro sitios en la zona promotora proxima y ofros 4 en la distal
enhancer (71). Pit-1 es un factor de transcripcion especifico de la
hipofisis, indispensable para el desarrollo de los lactotropos,
somatotropos y firotropos. Mutaciones en el gen de Pit-1 causan
deficiencias hormonales tanto en ratones como en humanos (72).
lgualmente, Pit-1 por si mismo es necesario pero insuficiente para la
transcripcion del gen de PRL, ya que regula la transcripcion
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interactuando con receptores hormonales nucleares y con varios

factores coreguladores (68).

El receptor de estrogenos (RE) es un receptor nuclear con alta
afinidad de unidn a los elementos de respuesta estrogénica (ERE)
presentes en ciertos genes. En la region distal e nhancer del gen de PRL

de rata se describid un sitio ERE (Figura 1.3).

Lactotropos
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ura 1.3: Diagrama esquematico del promotorde pmwlactina. Si indican los sitios
de unién Pit-1 y el sitio ERE (Tomado de (69)).

4. Prolactina y metabolismo
Desde el descubrimiento en los anos 1930s como una hormona

hipofisaria distintiva que estimula la producciéon de leche, la prolactina
ha atrapado la atencion de muchos clinicos y cientificos con diversos

intereses.

Como ya mencionamos previamente, la PRL actUa en numerosos
tejidos como la gldndula mamaria, el higado, el ovario, el testiculo y la
prostata. Es la hormona hipofisaria de mayor versatilidad en cuanto al
numero y diversidad de procesos que regula (73). La PRL participa en
distintas funciones que van desde la producciéon de leche en mamiferos,

el control de comportamientos reproductivos y hasta la
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osmorregulacion. Dado los multiples roles que adopta algunos autores
han sugerido renombrar esta hormona como “omnipotina” o

“versatilina”.

En comparacion con GH, un regulador metabdlico muy bien
descripto y estudiado, las acciones de la PRL sobre la homeostasis
metabdlica en condiciones de no lactancia han recibido poco
atenciéon. Sin embargo, recientemente se han publicado diversos
trabajos que estudian los efectos de la PRL en la regulacion del peso
corporal, el desarrollo de islotes pancredticos, el control de la
produccion de insulina, la diferenciacidén de adipocitos y el
metabolismo de lipidos (68). A continuacion se describe brevemente

cada uno de estos puntos.

4.1Polactina y la regulacion del peso corporal

Las senales perisféricas que intervienen en el estado nutricional
afectan circuitos cerebrales que regulan la ingesta de alimento y el
gasto energético. Estas senales incluyen sustratos ricos en energia como
dcidos grasos y glucosa asi como también hormonas y adipoquinas. En
la actualidad se conoce que la PRL es orexigénica en peces y aves, sin
embargo en los mamiferos estd en discusidon el rol de la PRL en la
regulacion del peso corporal. En ratas se vio que elevados niveles de
PRL en forma crénica estdn asociados con un aumento de la ingesta de
alimento y de peso corporal, y que este efecto se puede revertir con la
administracion de un agonista dopaminérgico como la bromocriptina
(74) (75) (76) . Inyecciones de PRL en el nicleo paraventricular de rata
aumentan la ingesta de alimento, indicando que la PRL interactua con
centros hipotaldmicos que regulan el apetito (77). Los resultados en
ratones son controvertidos. Experimentos en machos a los que se les
trasplantaron hipdfisis ectdépicas mostraron un pequeno aumento del
peso corporal (78). Asimismo, animales adultos deficientes en el receptor
de PRL mostraron un descenso del peso corporal (79), si bien este
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resultado no pudo ser confirmado mds tarde en animales jovenes (80)
(81). Por ofro lado, ratones hembras que sobreexpresan PRL presentan
una disminucion de grasa abdominal pero sin cambios del peso
corporal (82). Ben Jonathan y col publicaron ganancia de peso vy
adipogénesis normal en ratones deficientes de PRL, hecho que podria
indicar que la PRL tiene un papel menor en la regulacion del peso
corporal y que todavia no se conoce a ciencia cierta la relacion entre

esta hormona y la regulaciéon del peso corporal (83).

En humanos, altos niveles de PRL como consecuencia de la
presencia de prolactinomas producen aumento del peso corporal en
algunos pacientes, pudiendo revertirse este efecto mediante la
administracion de bromocriptina (84) (85). Por otro lado, estudios con
pacientes psicéticos medicados con antagonistas del RD2 mostraron un
aumento del peso corporal, pudiendo este efecto relacionarse con el
RD2 central o el aumento de prolactina. En conclusion, los efectos de la
PRL sobre el peso corporal y la ingesta de alimento no se conocen aun
con precisidn, y queda por determinarse si altos niveles de PRL son la

Causa o consecuencia de una ganancia de peso.

4.2 Prolactina, pancreas e insulina
La insulina juega un rol crucial en la homeostasis metabdlica
regulando los niveles séricos de glucosa. La funcidn mejor establecida
de las hormonas lactogénicas en el pdncreas es durante el embarazo,
cuando producen un aumento de la produccidn de insulina en
respuesta al incremento de la demanda metabdlica de la madre, y

afectan el desarrollo de los islotes pancredticos del feto.

Durante el embarazo se inducen alteraciones en el metabolismo de
la madre como respuesta a la demanda de energia del feto. Se
produce un aumento de la ingesta caldrica de la madre, una secrecion

elevada de insulina, en algunos tejidos se genera resistencia a insulina y
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aumenta el metabolismo de lipidos. El pdncreas tiene un rol muy
importante en estas adaptaciones. Durante el embarazo, las células B
sufren cambios estructurales y funcionales que incluyen: 1) aumento de
la secrecion de insulina estimulada por la glucosa; 2) aumento de la
sintesis de insulina; 3) aumento de la proliferacion de las células B; 4)
incremento de las uniones enfre las células B y 5) aumento del

metabolismo de la glucosa (86) (87).

La administracion de PRL a ratas produce un descenso del umbral de
respuesta de la insulina a la glucosa; por ende, aumenta la secreciéon de
insulina y también el acoplamiento entre las células B. Asimismo, PRL
estimula la liberacién de insulina en las células B de los islotes
pancredticos a través de Stat5 y otras vias (78), y asi regula la estructura
y la funcidén de los islotes induciendo la fosforilacion de los sustratos 1y 2
del receptor kinasa de insulina via la activaciéon de PI3K y activa
también la via de MAPK (88) (89). Por otro lado, estudios con islotes de
ratas tratados con PRL revelan que esta hormona regula rio arriba un
grupo de genes asociados con la regulacion del ciclo celular mientras

gue rio abajo a genes relacionados con la apoptosis (90).

Estudios clinicos revelan que la PRL produce efectos diabetogénicos,
dado que pacientes con hiperprolactinemia estdn asociados siempre

con hiperinsulinemia y con resistencia a insulina (1) (92).

4.3 Prolactina y tejido adiposo
El tejido adiposo estd compuesto por adipocitos que contienen
lipidos, por pre-adipocitos y células endoteliales e inmunes. EL tejido
adiposo es un érgano enddcrino muy importante, cuyas hormonas, las
adipoquinas, actian en el cerebro, higado, pdncreas y musculo para
regular el balance energético, la resistencia a insulina y la respuesta

inflamatoria.
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Siempre se creyd que los receptores de PRL no se expresaban en el
tejido adiposo, habiéndose propuesto que la PRL no seria un regulador
directo de las funciones de los adipocitos (93). Recientemente, se han
publicado evidencias de lo contrario. Se ha descripto que los receptores
de PRL se expresan en el tejido adiposo pardo y blanco de ratones, de
rata y de humanos. Esta expresion aumenta durante la lactancia y en

animales que sobreexpresan PRL (82).

Evidencias recientes muestran un rol de la PRL en la adipogénesis.
Estudios con ratones deficientes en el receptor de PRL muestran una
disminucién en el peso del tejido adiposo sin alteraciones en el peso
corporal ni en la ingesta de alimento. Esta reducciéon deriva de un

descenso en el nUmero de adipocitos, sin cambios en su volumen (81).

La PRL altera la liberacion de adipoquinas, incluyendo a la lepting,
adiponectina e interleuquina 6 (IL-6). La leptina regula la ingesta de
alimento y el consumo energético, es la adipoquina mds estudiada. Sin
embargo, la informaciéon de la relacidn entre PRL y leptina es
controvertida. Por ejemplo, los niveles séricos de leptina estan
disminuidos en ratones deficientes del receptor de PRL (79) y estdn
elevados en animales que sobreexpresan la hormona (94). Sin embargo,
ratones machos knoc kout para PRL presentaron un aumento en los
niveles séricos de leptina (83). En humanos no hay una correlacion

consistente entre PRL sérica y los niveles de leptina (68).
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Capitulo 1: Matenales vy métodos:

Parte 1. Generacion de lineas de ratones transgénicos Prl-

Cre

a. Construccion del transgén Prl-Cre

Para la construccion del transgén fueron llevados a cabo los

siguientes pasos:

1.

Tras un andlisis bioinformdatico de la secuencia 5" flanqueante del
gen de prolactina de ratén, se decidio utilizar un fragmento de 3
kb (-3000 a +60) (Figura 1.1). Estudios previos demostraron que un
fragmento del promotor, desde -3000 hasta +33 es necesario para
que la expresion del gen de PRL sea especifica en la hipdfisis (70).
Para optimizar la amplificacion del fragmento a utilizar como
promotor, se dividié en dos partes contiguas que luego se ligaron.
Se obtuvieron los dos fragmentos mediante la reaccidén en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de ADN gendmico de una
raton tipo salvaje o WT de la cepa C57BI/éJ. Para ello se disenaron
pnme rs especificos con el agregado de secuencias de corte para
las enzimas de restriccion Hindlll, ECoRl y Pstl (Figura 1.2). Mediante
PCR con Pfx50™ DNA Polyme mase (Invitrogen), enzima que genera
productos de PCR con exiremos romos, y con estos pares de
prnmers en determinadas condiciones (Tabla 1.1) se obtuvieron
dos productos de PCR: fragmento 1 de 1349 pb y fragmento 2 de
1561 pb.

. Cada uno de los fragmentos conteniendo parte del promotor de

prolactina, fueron eluidos de un gel de agarosa tenido con
bromuro de etidio y clonados en el sistema pZero Background™

/Kan cloning kit (Invitrogen) que disminuye el nUmero de colonias
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no recombinantes. El vector de clonado pZero™ contiene el gen
letal ¢ ¢ dB fusionado al extremo C-terminal de LacZa. La inserciéon
de un fragmento de ADN interrumpe la expresion del gen de
fusion LacZa-ccdB permitiendo el crecimiento sélo de las
recombinantes positivas. Las células que contienen vectores no
recombinantes, no crecen. Primero se digirid el pldsmido con
EcoRV, dejando extremos romos, y luego se ligaron cada uno de
los fragmentos en forma separada. Se fransformaron por
electroporacion bacterias E coli TOP10, ya que esta cepa no
contiene el gen lacl 9, factor inhibidor en trans del gen ccdB La
calidad de todos los fragmentos fue confirmada por

secuenciacion.

. El pldsmido pZero conteniendo el fragmento 1 fue digerido con las
enzimas Hindlll y EcoRIl y el pladsmido pZero conteniendo el

fragmento 2 fue digerido con EcoRl y Pstl.

. Bl pldsmido pMCCrePGK-Hyg, conteniendo Ila secuencia
codificante del gen de la recombinasa Cre seguida de la
secuencia de poliadenilacion del gen del antigeno T del virus
SV40, fue digerido con Hindlll y Pstl, para tener los extremos
cohesivos complementarios a cada uno de los fragmentos del

promotor de prolactina.

. Se realizé una triple ligacion, del fragmento 1 seguido del
fragmento 2 del promotor de prolactina de ratéon, seguido del gen

de la recombinasa Cre.

. Finalmente el transgén Prl-Cre fue liberado del vector por doble
digestion con Xhol y Noftl, obteniéndose un fragmento de 4,5 kb.
Este contiene 3 kb del promotor de prolactina de ratéon fusionado
a la secuencia codificante completa del gen de la recombinasa

Cre del bacteriéfago P1.
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GAATTACAATTTTGGCATAGATATTTCTTGTTTAGAGAAAACCCACAAAAATTTTA
TAGAATAGGCTAACAGTGAAGTCATATAACAAAAAGCATAGGAATAGAGGAAAAAAATCA
CAAAGTAGAAGATTTTGAAATAATTCTACCTTTTTTGTTCTTTTTGT T CEEBEEN-AAGTG
CAAAAAACTAAGGATTTAGTTGTTAAGACCATTCCAGGTTAATAAAA
AGTAAGCATTAAACATGGACAATTAGAAAGAAAGTAAGATATAGAAAATTATGAAGTTAA
CCTAAATATTATAAATATTAATACAGTATTACAAATATTAATACAAAATTATAATAACAT
TTTATATTTTAACTTCCTGGAAAGACCTCCATTCAAGAAAGTAGCACTGACCCTTACTCC
AAGACTTTCATGATATTATCTAGCCTATTATACTGAAAATAATATCTATTTAATTTGACC
ACTTAGAATAAATTGTAAAATGTAGTTGTTTAACAATTTTAAATTCATAAACAATATAAC
CTTAATAATTATCATTATAATTTTTGTTGTTAAGCAATTAATTACAAATATAAGTTAAAA
TACCTATTAGATATATTTATTAACTTAATTATGAGAATTTTTTAAGTAACAATTCATTTC
CCTCCTTCAGATCTTCCATCATATAATTGACATTTTCAGATAACGTGATGCTTTGTAAGT
ATATATTATATTCTAAATTGAAGAAAAGCAAAAGTATTCAAAATTGTAGAACAGATAAAA
TACGAATAAAATACAAGGTGTTAACCAATTATGTCTTTGACAGAAATTGCCAACTCAATT
TTACCATGAACCATAAAAATCCAAACTGCAAGGAAATAACAATGTGAAATGAAAGCACAC
GTAAATTTCTTGTTCTTTAATCCTCTTATTTACTACCACAGTTTGGTAAAAAGAAATATT
TGCAAAACCTCATATACATATATTAAGTGAAAAATAGAAACATATGAGTGCTTACCAAAA
AAGGGACAGTTATGAATCTTGACATAAAATATGATCTTGAGTGATTTAGACCCTTCAAGA
CCTCCATTCACAGTAAGTGCGCTACTGAGAAGCAGCAGAGAGCACGCTCTAACCTTTATA
GAGAAATATGCCACTGTGCAATCCAGCAAATCAATCGGCACCATTCACTTTATTTCTTTT
TCAGGTATCCAAAAAAGTTATGGCACAATTACATTTTAAGATTATGTTATCAGTGTCCAT
TTTATGGCAGATTTCTTTAGGCTTAAGATTCTGGACAAGAAGGCAAGTGCTGCAAAGGTT
TGTGTATCTTTATATCTATAAAAATTGAGACTGTTTTGTCCAAGATAATATACAGATAAA
AAGCATGCATGCAGGAAAGATACCAAACCTACATTTAGATAAATTGATCTGTGAGGGTGA
ATAGTTTCTTCTTCATGTTGGAATCCTGACATTGATTATGCCAAGG BEEEIIREIGAGGAAA
EEIAAGGAAT [BBICCAAAAGAGAAGTTCAAGATCATAATGTTTAGTAAGTTCTCATAAGA
GCTCAGACTTGGATAGTCACAAATATGTGGAACTGGAAGCTGTTGAACTTGCAAAAACAA
GCTGGAAAGATATCTCAAAGGTAAACAGCACATTATTGGTTTTCAAAGTATCCAAGTTCA
GTTCCCAAGACCTACTCTCAAGGATTACTCCCATAGGTAACTCTAGCTGCATGACATGCA
ACACCTTCTTCTAGATTCTATGAGTATTTCTACTTACACAGACACCTACACACACACACA
CATCATCATCATCTGTCAGTCCATATTCAGAAACAGTAAAGCCAAAACTGAAGGTCACAA
GCTGCTTCAGATGAATGAACCCCCAAATTAAAAAAAAAAGTCATCAGCAACTTCATTATT
ATTCACTCAAATGATATCATTTAGGAAATCACTAAAAGATGATTGGAACTTTGGAGTTCA
TGAAAAATGCACGTTTGTCATTGTGTCCCAGAGTGCTTTTAGGTCAGAGGAGGCAGGTAG
ATTATGAGATTATAACAATTTATCTGTCTATATCCTCCCAGTGAGTGGAGATAAGTAGAT
AGAATAATAATTGGTTACACTATGTACTTACATTTATGTGTACATGTGTGTGTTTGCCTG
TGTGTGTGCATTAATACACTTTGCCCTAAAAGTGAATGTGCTCCTTCACCAAATAAACAG
TGTGATAAATGGGTGACATGTGGTACTTCTTGGGGGTGGGTGCTCATGGGTACATTTTAA
GTGGCATTTTCCTATCTTTACATGTGCCCCATAATTCTTCAAGCAACAATCCTCCCTGAG
TTTAACCTCATTATAAAAGAACGTCTGCTGCCCGTGCATTTAGTTTCTCTCAGCCTCTGT
TTGTTTATATATGAAAATGCAACATTACACACTAAAACCAAGAGATAAACATAAAATTAT
GAACTTGCCCATCAGGCATATCACTGGTAAAAAGACAAAACAAAGACCATTTAAAGAGAT
TCAGAGTGTGAGAACTCTTATATTTTCAAGTTTAAGTCCACATGCCTTGATATTTAGTAT
ATACATTTTGAAGATCTTAACTCACCCAATAATCTTGAATGAAAAATTCATAAGTAGCCA
TGTTTAAAGCTATGTGCTAAGTTAAAAGCCATGGTACATATTGCAGATTCTGTGAAGAAA
TGGGGGTAATTTTGAAGGAATTACCATCTATAAGTTTTATAGATTCTCTAGCTCAAACTA
GACTCAAGGTCTCAGCCTCAGCATTTCTCTCATTTCCTCTTGCTGTAATTAATCAAAATC
CTTCATTTCTGGCCAATGTCTTCCTGAATATGAATAAGAAATAAAATACCATTTGATGTT
TAAAATTATGGGGGCTATCTTAATGACGGAAATAGATGATTGGAAGGAGAAGAGAATGCC
TGATTATATATATTCATGAAGATGTCAAAGGTTTATAAAGCCAGTGTCTGCAGATGAGAA
AGCTTGGTTCTCTCAGGCCAT Bl CNCNNCICIIEINe- C AGC AT a8CARGG
AACA
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Hgurma 1.1: Secuencia del promotorde pmwlactina de atén. Las letras resaltadas
en rojo indican las secuencias donde fueron disenados los prime rs y en amairillo
las secuencias donde serdn insertados los sitios de corte de las enzimas de
restriccion. Las letras en celeste indican el comienzo del primer exdn. El ATG

subrayado es el inicio de la tfraduccién del gen de prolactina.

Prime r 1sentfido: 5" TTAAGCTICAAGTGTACTCCAGATIGCC 3” (Hind Ill)
Prime r 1antisentido: 5" GGTGAATICCTTAGTTTTCCTCC 3” (Eco Rl)

Prime r2 sentido: 5 GGAGGAAAACTAAGGAATTICACC 3° (EcoRl)
Prime r2 antisentido: 5’ ATCTGCAGTGCTGGGAACACACTICTCC 37 (Pst )

Hgurma 1.2: Pimers disenados pam dividirla secuencia en dos fragmentos. Las
secuencias de corte de Hindlll y Pstl fueron agregadas en los extremos 5'de
cada pnmer, mientras que el sitio de corte para EcoRl ya existia en la
secuencia del promotor (resaltado en amarillo se muestran las secuencias de

corte para las enzimas de restriccion).

Tbla 1.1: Reaccion de PCRpara la obtencion de los fragmentos de ADN del

promotor de prolactina de ratdn de la cepa C57BI/6J.

MIX PCR Programa
Prime rs se ntido y .
antise ntido my TempoeéoTuro Tlempo
(fragmento 1) (°C) (min)
Prime rs se ntido y 1 ciclo de
antise ntido 0.3 uM desnaturalizacion 94 3
(fragmento 2) inicial
MgCla I mM 35 ciclos: de 74 ]
desnaturalizaciéon- I min 15
DNA 200 ng apareamiento y 58 seg
j extensiéon
dntp’s 200 uM 72 2
TrisHCI 20 1 ciclo de
Buffer mM; KCI 50 e 72 5
Extension final
mM
Pix fag 1.25 UE
polimerasa
H20 Vi= 50 pl
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Las técnicas de biologia molecular utilizadas para la obtencion

del fransgén se describen a continuacion.

Cortes con enzimas de restriccion y aislamiento por
electroelucion

La preparacion de fragmentos y vectores para reacciones de
ligacién, fue realizada mediante cortes con enzimas de restriccion de
acuerdo a las instrucciones del proveedor, partiendo de 5 ug a 20 ug
del fragmento o vector deseado, y posterior electroelucion en geles de

agarosa.

El aislamiento por electroelucion de fragmentos y vectores fue
levado a cabo mediante electroforesis de ADN en geles de agarosa
con 0,1 pg/ul de bromuro de etidio, utilizando TBE 0,5X (tris borato 45mM,
EDTA 1TmM pH8) como buffer de corrida. Luego de efectuada la
separacion, se identificaron las bandas con un transiluminador UV y se
cortaron los bloques de agarosa conteniendo las bandas deseadas con
una hoja de afeitar. Estos fueron colocados dentro de tubos eppendorf
y se aisld el ADN de la agarosa utilizando columnas de intercambio
idnico: DNA and punfic ation kit (Amersham Bioscience GFX ™ PCR).

Reacciones de ligacion

Para realizar las reacciones de ligacion se utilizaron 10 a 20 ng de
vector. Los insertos se agregaron en una proporcidén molar, con respecto
al vector, de 3:1 (estas proporciones fueron calibradas corriendo
previamente inserto y vector en un gel de agarosa). Las mezclas de
vector e insertos se incubaron con 2UE de la ligasa de ADN del fago T4
(Gibco BRL) en el buffer de ligacion provisto que contiene ATP, en un

volumen final de 10 pl. Los tubos se incubaron durante una hora a 16°C y
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luego se procedid a readlizar la transformacion de bacterias

competentes.

Preparacion de bacterias competentes

A partir de un stock de dlicerol se obtuvieron colonias
independientes de la cepa TOP10 de EColk. Con una de estas colonias
se readlizd un in6culo de 3 ml de LB (1% de bactofriptona, 0,5% de
extracto de levadura y 1% de NaCl) y fueron crecidas a 37°C con
agitacion hasta alcanzar una ODssp de 0,3. Con este cultivo se
inocularon 100 ml de medio LB y se crecid en agitacion a 37°C hasta
alcanzar una ODsso de 0,5. El cultivo se enfrid en hielo y se centrifugd a
2000g durante 15 minutos a 4°C. El medio fue descartado y el
precipitado resuspendido en hielo con 40 ml de agua estéril. Se
centrifugd nuevamente a 2000g por 15 minutos a 4°C, descartando el
sobrenadante y resuspendiendo el pellet nuevamente en frio en 40 ml
de agua estéril. Finalmente, las células fueron centrifugadas a 2000g
por 15 minutos a 4°C y se descartd el sobrenadante. El pellet, en hielo, se
resuspendid en 20 ml de glicerol 10% y se transfiridé a tubos estériles que
se centrifugaron a 4000g por 15 minutos a 4°C. El pellet fue resuspendido
finalmente en 1 ml de glicerol 10%. Las células se dejaron reposar en
hielo por 15 minutos y se fraccionaron. Por Ultimo se guardaron a -70°C

hasta su uso.

Tansformacion porelectroporacion

Las bacterias competentes se descongelaron manteniéndolas en
hielo y se fraccionaron de a 50 ul en tubos eppendorf estériles. Se
agregaron 2 ul de producto de ligacion previamente diluido e incubado
a 65°C para disminuir la contaminacion con sales e inhibir la ligasa,
eventos que afectan la electroporacion. Se mezcldé con una pipeta
estéril, se incubd 1 minuto en hielo y se transfirid a una cubeta de
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electroporacion. A continuaciéon se realizdé la electroporacion en el
electroporador (Cell Porator, Gibco BRL) a 280 V, inmediatamente se
agregaron 450 ul de LB y se transfirid a un e ppe ndorf estéril. Se incubd a
37°C durante una hora en agitacion (200 rpm). Por Ultimo se plagquearon
100 ul de las bacterias transformadas en placas conteniendo LB vy
kanamicina, debido a que el vector posee resistencia a kanamicina, y

se dejaron en estufa a 37°C por 18 horas.

Identificacion de colonias con el inserto deseado

Para identificar las colonias que llevan el producto de ligacion
deseado, se realizd un indculo con colonias aisladas crecidas a partir de
la transformacion en 3 ml de LB suplementado con kamamicina. Se dejo
crecer toda la noche a 37°C en agitacion y luego se aislé el ADN
plasmidico utilizando Wizard PusSV Minipreps DNA punfication Syste m
(Promega). Una vez obtenido el ADN plasmidico puro, se identificaron
las construcciones deseadas mediante cortes con enzimas de
restriccion como fue detallado anteriormente, y por posterior

visualizacion en geles de agarosa con bromuro de etidio.

b. Preparacion del transgén Prl-Cre para la microinyeccion
pronuclear

El transgén a microinyectar fue liberado de la secuencia plasmidica
con las enzimas Xhol y Notl, y para descartar la secuencia del vector, el
transgén fue aislado de un gel de agarosa y purificado usando
columnas de intercambio idnico Elutip-D (Schleicher and Schuell, Keene,
NH). Luego fue precipitado con 10% v/v NaAcO 3M (pH 5,2) y 2,5 vol de
etanol 100% a -20°C por 2 horas.
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Posteriormente, se hicieron dos lavados con etanol 70% y se
resuspendid en buffer de microinyeccion (TrisHClI 5mM, pH 7.4; EDTA
0,1TmM). Fue cuantificado por espectofotometria a 260nm y por gel, y se

llevdé a una concentracion de 500 moléculas/pl con el mismo buffer.

c. Generacion del raton transgénico Prl-Cre

Los animales usados se encuentran en el bioterio del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IByME-CONICET). Los cuartos estan
acondicionados a 22°C, con un fotoperiodo de 12 horas (luz 7:00 —=19:00
hs) y ventilacion permanente. Se les proporciona alimento balanceado

y agua ad kb itum.

Obtencion de embriones

Para obtener embriones aptos para la microinyeccion se
aparearon hembras C57BL/6J con machos CBA/J y se obtuvieron
hibridos de primera generacion (F1) B6CBF1. Los machos F1 se
mantuvieron en jaulas individuales y se los utilizd como padrillos para
fecundar hembras F1 superovuladas. La superovulacion se indujo en
hembras B6CBF1 jovenes (entre 4 y 5 semanas de edad) mediante un
tratamiento hormonal que comenzé tres dias antes de la recoleccién de
6vulos fecundados con una inyecciéon de 5 Ul intraperitoneal (i.p.) de
PMS (pregnant mare serum) a las 15 horas. Dos dias mds tarde los
animales recibieron 5 Ul i.p. de hCG (human cornonic gonadotrophin) a
las 13 horas. Inmediatamente estas hembras fueron colocadas en jaulas
individuales con machos B6CBF1. A la manana siguiente las hembras
gue fueron copuladas por el macho (se verificd mediante la presencia
de semen en el tapdn vaginal) se sacrificaron y mediante una incision
abdominal se expusieron los tractos reproductivos. Los oviductos se

aislaron y colocaron en una placa de 35 mm con medio M2 (Sigma,
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NaCl 88mM, KCI 4,7 mM, CaCl.HO 1,7 mM, KHPOs 1,2 mM,
MgSO4.7H,O 1,2 mM, glucosa 5,5 mM, piruvato de sodio 0,33 mM,
lactato de sodio 19,8 mM, EDTA 0,1 mM, BSA 0,3%, penicilina 120Ul/ml,
50ug/ml de sulfato de estreptomicina, 0,001% de rojo fenol, HEPES 25
MM, pH 7,4). Mediante el uso de un microscopio de diseccion, un par de
forceps y un par de agujas 25G, se disociaron los oviductos para liberar
los ovocitos fertilizados rodeados por una masa de células del c umulus.
Estos se aspiraron con una pipeta Pasteur previamente estiradas sobre
un mechero y se colocaron en una gota de medio M2 con 1% de
hialuronidasa (Sigma) por 5 minutos para separar los embriones de las
células del cumulus. Luego los embriones se lavaron pasdndolos por
medio M2 y fueron guardados en incubador a 37°C y 5% CO2 hasta el
momento de la microinyeccion en grupos de a 20. La canfidad
obtenida de ovocitos fertilizados aptos para ser microinyectados es, por

lo general, de aproximadamente 20 por hembra superovulada.

Microinyeccion pronuclear

Los ratones transgénicos fueron generados por microinyeccion
pronuclear de cigotas B46CBF2. Para la microinyeccion se utilizaron
micropipetas sujetadoras e inyectoras preparadas a partir de capilares

de borosilicato y estiradas con un estirador vertical de micropipetas.

Los ovocitos fertilizados fueron colocados en una gota de medio
M2 equiliorado con HEPES ubicada en el centro de un portaobjetos, se
observaron bajo un microscopio y se seleccionaron aquellos que tenian
ambos pronucleos bien visibles. Con la ayuda de la pipeta sujetadora y
un micromanipulador se infrodujo la pipeta de microinyeccion en los
embriones y se descargd 1-2 pl de la solucion de ADN (500 moléculas
del transgén/pl) dentro del pronicleo mds visible. Los embriones

microinyectados fueron colocados en el incubador, a 37°C y 5% COa,
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hasta el momento de la transferencia. Se espera que entre el 85 y 0%

de los embriones sobreviven a la microinyeccion.

Transferencia embrionaria a hembras pseudopreiiadas

Para obtener hembras pseudoprenadas se pusieron en contacto
la noche anterior a la recoleccion de embriones varias hembras jovenes
(de 6y 9 semanas de edad) con machos vasectomizados. A la manana
siguiente se seleccionaron 3 hembras con tapdn vaginal, signo de
copulacion. Las hembras pseudoprenadas fueron anestesiadas con
2,2,2-tribromoetanol (Avertina, Sigma) 300 mg/kg i.p. Luego de una
incision lateral, se expuso el oviducto a transferir. Se rompid la
membrana que recubre al oviducto, se identificd la dmpula y se insertd
a través de ella una pipeta Pasteur fina cargada con los embriones. Se
descargaron en total unos 20 a 30 embriones por oviducto. Luego de la

transferencia se cerrd la incision con sutura.

d. Identificacion y caracterizacion de los ratones transgénicos

Extraccion de ADN gendmico

Los ratones nacidos de los embriones microinyectados fueron
apartados de sus madres a los 21 dias de edad y separados por sexo.
Para determinar cudles eran transgénicos se realizaron biopsias de la
porcion terminal de la cola con un bisturi. Los animales fueron
identificados previamente con una marcacion segun un codigo de
perforaciones en las orejas. Los segmentos de cola extraidos se
incubaron a 55°C en buffer de digestion (TrisHClI 50mM, pH8; EDTA
100mM; SDS 0,5%; 0,5 mg/ml de proteinasa K, GIBCO BRL) durante 12
horas. El ADN se extrajo por métodos comunes. Brevemente, se precipitd

el ADN en frio, 40 minutos a -70°C y se centrifugd a 12000g por 40
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minutos a 4°C. Finalmente, se descartd el pellet y el sobrenadante se

guardd a -20°C hasta su utilizacion.

La presencia del fransgén se detecté por PCR con prmers
especificos de las secuencias transgénicas como se detalla a

continuacion.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La deteccidon de animales transgénicos Prl-Cre se llevdé a cabo
mediante la amplificacién de una regidén del transgén, utilizando los
prnmers del promotor de PRL sentfido (5'CCTTCATITCTGGCCAATGSI') y
Cre anfisentido (5’AGGCAATITIGGTIGTACGGS3’). Las condiciones de
reaccion se muestran en la Tabla 1.2. Los productos de PCR fueron
corridos en un gel de agarosa 1,3% con bromuro de etidio y se

visualizaron con luz UV.

Tabla 1.2: Reaccion de PCRpam el genotipificado de los animales
transgénicos Pd-Cre

MIX PCR Concentracion Programa
Prime s se ntido 1 UM Temperatura Tiempo
¥ antise ntido H (°C) (min)
1 ciclo de
MgClo 1,5 mM desnaturalizacion 95 3
inicial
DNA 200 ng ) 94 1
35 ciclos: de
dntp’s 200 UM desno’rurolizocién— 564 1
apareamiento y
TrisHCI 20 mM; extension
Buffer KCI 50 mM & ]
Tag 1 UE I ciclo de 72 5
polimerasa Extension final
H20 V= 30ul
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Determinacion de la distribucion de la enzima Cre
recombinasa

La deteccion de la enzima Cre recombinasa se realizd por
inmuhistoquimica ufilizando anticuerpos anti-Cre y mediante PCR en
tiempo en real se analizd la presencia o ausencia de expresion de

ARNmM de Cre en distintos tejidos.

Inmunohistoquimica para Cre y Prolactina visualizada en
campo claro

Los animales utilizados para inmunohistoquimica fueron
perfundidos, luego de hacer una puncién cardiaca, con solucién salina
2 ml (NaCl 0,9%) y a continuacion con 30 ml de 4% paraformaldehido en
PBS. Se extrajeron cerebros e hipdfisis, se fijaron en la misma solucion de
paraformaldehido y luego, los cerebros fueron seccionados con un
vibradtomo (50 um) para lo cual fueron incluidos en agarosa 2% y una vez
cortados se colectaron en placas multipocillos conteniendo KPBS (NaCl
0,9%, KoHPO4 16mM, vy KHoPO4 3,6 mM). Las hipdfisis fueron incluidas en
parafina, previomente incubadas en alcohol 70% 1 hora, seguido de
alcohol 96% durante toda la noche, luego alcohol 100% dos veces
durante 1 hora cada uno, seguido de dos incubaciones de 30 minutos
en xileno y finalmente incluidas en parafina a 63°C. Las hipodfisis asi
incluidas fueron cortadas en un microtomo (4 pm). Los cortes de
cerebros fueron incubados a temperatura ambiente durante 1 hora en
una solucion 1% H2O2 en KPBS. El exceso se lavo durante 20 minutos con
KPBS en agitacion. Luego se incubd toda la noche en cdmara humeda
a 4°C con agitacion en una solucion conteniendo anficuerpo primario
anti-Cre policlonal hecho en conejo (1:500; Babco) y 2% NGS (nomal
goat serum, suero normal de cabra). Luego se lavd dos veces durante
20 min con KPBS a temperatura ambiente para incubar durante 2 horas

en agitacién con el anticuerpo secundario anti IgG de conejo
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biotinilado hecho en cabra (1:100; Biotinylated anti-mabbit g G, BA1000O,
Vector). Seguido se lavd dos veces con KPBS durante 20 min y se incubo
durante 1 hora a temperatura ambiente con el complejo
streptoavidina/peroxidasa (Vectastain ABC kit, Vector). Siguieron dos
lavados en KPBS de 20 min y para el revelado de la senal se incubd a
temperatura ambiente con agitaciéon hasta observar aparicion de color
marrdn en una soluciéon con 0,025% de 3,3’-diaminobencidina (DAB,
Sigma) y 0,05% H202. La reaccion se detuvo incubando las secciones en
KPBS, luego se hicieron lavados con KPBS. Finalmente las secciones
fueron montadas en portaobjetos y se dejaron secar al aire. A
confinuacion se deshidrataron con una serie de alcoholes con
concentraciones crecientes (70, 96 y 100%) y xileno, y fueron cubiertos
con cubreobjetos utilizando Pe rmount (Fisher, USA) como adhesivo y se

miraron al microscopio en campo claro.

Para las hipdfisis el protocolo de inmunhistoquimica fue el
siguiente: las secciones antes de comenzar la inmunohistoquimica se
desparafinaron incubdndolas primero en xileno, seguido de alcoholes
con concentraciones decrecientes (100, 96, 90 y 70%) y por Ultimo en
PBS. Luego se ftrataron con HxO; 3% en PBS durante 20 min a
temperatura ambiente para inhibir la peroxidasa enddgena. Se realizdé
la recuperacion antigénica con buffer citrato (Sodium citrate trisodium
salt 3%, MP Biomedicals) en microondas durante 10 min. Los cortes
fueron preincubados con leche descremada al 5% durante 1 hora para
bloguear los sitios de unidn inespecifica. Luego se hizo la incubacion con
el primer anticuerpo al igual que en los cortes de cerebro, durante la
noche a 4°C, seguidamente los cortes fueron lavados con PBS e
incubados a temperatura ambiente durante 1 hora con segundo
anticuerpo biotinilado y luego con el complejo de avidina y biotina
(ABC) preformado, por 30 min. Después de los correspondientes

lavados se agregd la solucion de DAB y H2O,, en todos los casos los
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reactivos fueron los mismos que los descriptos para los cortes de
cerebro. Se siguié el desarrollo del color marrdn al microscopio, se
detuvo la reaccidn por inmersion en PBS, y las secciones fueron
contfratenidas con hematoxilina, deshidratas y montadas con DPX

(Biochemika, Fluka) y observadas al microscopio de campo claro.

Un grupo de secciones de hipdfisis fueron sometidas a doble
marcacidén para prolactina y Cre. Para ello, primero se les hizo la
inmunohistoquimica contra Cre revelada con DAB y a continuacion las
muestras se incubaron en una solucion conteniendo anticuerpo primario
policlonal anti-PRL hecho en cabra (1:250; Santa Cruz, USA) toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente se lavaron dos veces con PBS a
temperatura ambiente para luego incubar durante dos horas con el
anticuerpo secundario anti IgG de cabra hecho en caballo (1:100;
Byotinylated anti-goat G, BA1000, Vector, USA), a temperatura
ambiente. Luego se lavaron dos veces con PBS y posteriormente se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente con avidina-
peroxidasa (Vector Lab). Al cabo de la incubacion se lavaron dos veces
con PBS y se reveld con SG (Substrate kit for permxidase, Vector), se
inhibid la reaccion lavando con PBS al ver aparecer bajo microscopio
marca de color negra. Las muestras fueron contratenidas con
hematoxilina, deshidratas y montadas con DPX (Fluka) vy visualizadas al

microscopio en campo claro.

En todos los experimentos se realizaron controles negativos de

especificidad sustituyendo el anticuerpo primario con PBS.

En todos los casos, las células inmunorreactivas fueron
fotografiadas con un microscopio Zeiss Axiostar plus equipado con una

cdmara digital Cannon PowerShot Gé.
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Inmunohistoquimica para Cre y Prolactina visualizada con

microscopia electronica

Procesamiento de glindulas hipofisanas pam microscopia

elctronica

Las gldndulas hipofisarias fueron fijadas en Karnosvky compuesto
de una mezcla de formaldehido al 4% y glutaraldehido 2% en el buffer
cacodilato de sodio 0.1M durante un periodo minimo de 2 horas a
temperatura ambiente. El material fue posteriormente lavado en agua
destilada y deshidratado en soluciones acuosas de alcohol etilico de
graduaciones crecientes de 50, 70 y 90%, durante 15 min cada uno, a
temperatura ambiente. La inclusion se realizé en resina acrilica LR White

(The London Resin Co. Ltd) cumpliendo los siguientes pasos:

Preinclusion en IRwhite Jalcohol: se mezcld en igual proporcion
LR-White puro y alcohol 90% y se sumergieron las gldndulas durante 2

horas con agitacion.

Preinclusion en IR-white puro: se reemplazd la mezcla por pldstico

puro y se dejoé a 4°C toda la noche.

Ihc lusion: se realizé en cdpsulas de gelatina. Se colocd el material
en el fondo de la cdpsula, se llend con LR-White, se tapd vy se llevd a

estufa (56°C) por 48 horas para la correcta polimerizacion de la resina.

La identificacion ultraestructural  simultdnea de diferentes
moléculas es posible con la técnica de doble marcacién con particulas
de oro coloidal de dos tamanos bien definidos. Esta metodologia
permite localizar simultdneamente la presencia de dos antigenos en
una misma seccion. Con esta finalidad, las gladndulas hipofisarias
incluidas en LRW fueron seccionadas en cortes finos de 80 nm (color de

interferencia  dorado) con una cuchilla de diamante en un
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ultramicréotomo JEOL JUM-7. Los cortes se montaron sobre grillas de
niquel de 300 barras sin soporte. De esta forma las dos caras de las
secciones de tejido quedan expuestas, una en su totalidad y la opuesta
entre las barras de la grilla. Las grillas se colocaron sobre gotas de los
reactivos depositados sobre Parafiim dentro de una cadmara humeda. El
protocolo de la reaccidon inmunocitoquimica fue el siguiente: se
incubaron los tejidos con PBS-BSA al 1% como solucion de bloqueo
durante 15 minutos, luego se seco el exceso de medio con papel de
filtro y se fransfirid una gota de anticuerpo policlonal anti-Cre (1:5000 en
PBS-BSA 1%; Babco) durante toda la noche a 4°C en cadmara humeda.
Al ofro dia, se lavd exhaustivamente con agua destilada y se bloqued
con PBS-BSA al 1% durante 15 minutos. Se seco el exceso de medio con
papel de filtro y se incubaron las muestras con anticuerpo secundario
antfi-conejo (1:20 en PBS-BSA al 1%; Electron Microscopy Sciences)
conjugado con particulas de oro coloidal de 16nm (IgG-oro) durante 60
minutos a 37°C. Finalmente, se lavd con agua destilada y se secaron las
grilas a 37°C. A continuaciéon se invirtié la grilla y se procesd el lado
opuesto de la misma forma para identificar la hormona prolactina
contenida en grdnulos secretorios de células lactotropas. El
procedimiento inmunocitoquimico decripto para Cre fue repetido
utilizando el anticuerpo primario anti-PRL (1:4000 en PBS-BSA al 1%; Santa
Cruz). Un anticuerpo secundario anti-cabra conjugado con particulas
de oro coloidal de 5nm de didmetro (1:20; Sigma) fue utilizado como
complejo marcador. Los cortes fueron secados a 37°C, coloreados con
solucion acuosa saturada de acetato de uranilo durante 60 segundos,
examinados en un microscopio Zeiss LEO 906-E y fotografiados con una

cdmara Megaview lll a una magnificacion superior a 10.000X.
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Inmunofluorescencia para Cre

Se realizaron inmunofluorescencias para la deteccién de Cre en
cortes de hipdfisis preparados como se describid en el paso anterior. La
incubacién con el primer anticuerpo, anti-Cre policlonal hecho en
conejo (1:500; Babco) se hizo durante toda la noche a 4 °C. Finalmente
se incubd con segundo anticuerpo anti IgG de conejo hecho en cabra
acoplado a B xas Red (1:100; Vector) por 1,5 horas. Se lavd con PBS y se
montaron los portaobjetos con Vectashield (Vector Labs) que contiene
un agente que impide el decaimiento de la fluorescencia. Las secciones

se analizaron en un microscopio confocal Nikon C1 Plan Apo.

PCR en tiempo real para ARNm de Cre

Se extrajeron diferentes tejidos: adenohipdfisis, hipotdlamo, rindn,
higado, corazon, pulmon y ovario de los animales transgénicos Prl-Cre y
conftroles, en hielo y en condiciones libres de ARNasas, se colocaron 1os
tejidos en 100 ul de Trizol (Invitrogen) hasta el momento de la exfraccion
del ARN ftotal. Esta extraccion consistid en una homogenizacion del
tejido con homogenizador manual, luego se agregaron 80 ul de
cloroformo, se incubd 2 minutos a 30°C y se centrifugd 15 minutos a
12000 g para precipitar las proteinas. Se obtuvo el sobrenadante y se le
agregd 200 ul de isopropanol, se incubd 10 minutos a 30°C vy se
centrifugd 10 minutos a 12000 g para precipitar el ARN. Se elimind el
sobrenadante y se colocaron 400 ul de etanol 70% para lavar el
precipitado. Se centrifugd nuevamente 5 minutos a 7500 g, se elimind el
sobrenadante y se secd el precipitado al aire durante 15 minutos.
Finalmente se resuspendid al ARN en 10 ul de agua pretratada con
dietilpirocarbonato (DEPC) para eliminar posibles trazas de RNAsas y se
chequed su integridad corriendo una alicuota en un gel de agarosa, se

cuantificd por espectrofotometria midiendo absorbancia a 260 nm vy su
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pureza fue evaluada por la relacion de absorbancias a 260 nm/280 nm

(>1.8). Se lo guardd a -70°C para su posterior utilizacion en la RT-PCR.

Luego se obtuvo ADNc por RT-PCR a partir de 3 ug de ARN total en
presencia de 10 mM de MgClp, 50 mM de buffer Tris-HCI (pH 8,6), 0,5 mM
de deoxy-NTPs, 1 mM de DTT, 0,5 uyg de prmer oligo-(deoxythymidine)
(Biodynamics), y 20 unidades de transcriptasa reversa MMLV (Epicentre).
Esta reaccion se realizdé a 37°C durante 1 hora en el termociclador. Para
verificar la ausencia de ADN gendmico, en una muestra control se
omitié la transcriptasa reversa. La ausencia de fragmentos de ADN
amplificados por PCR en estos controles indicd el aislamiento de ARN

libre de ADN gendmico.

Para la PCR en tiempo real, se disenaron pnmers sentido vy
antisentido basados en las secuencias publicadas en GeneBank de la
recombinasa Cre vy ciclofilina de raton utiizando el software
Primerkxpress (Applied Biosystems). Los oligonucledtidos fueron
sintetizados por la compania Invitrogen. Las secuencias de los primers

fueron las siguientes:
Cre sentido: 5-CGTACTGACGGTIGGGAGAATC-3’

Cre antisentido: 5'-CCCGGCAAAACAGGTAGTTA-3”

Ciclofilina sentido: 5'-GTGGCAAGATCGAAGTGGAGAAAC- 3’

Ciclofilina antisentido: 5'-TAAAAATCAGGCCIGTIGGAATGTG- 3’

Las condiciones de reaccion se muestran en la Tabla 1.3. Se utilizé
el TAQumte™ GREEN RealTime PCR MasterMix (Eppicentre). Los
productos acumulados de ADN fueron monitoreados por el sistema de
deteccion del equipo ABI7500 (Applied Biosystems), y los resultados
fueron registrados y guardados continuamente y en tiempo real durante
la reaccion. Estos resultados fueron posteriormente validados mediante

la realizacidon de curvas de disociacion de los productos de PCR,
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generadas al final de la corrida mediante el aumento de la temperatura
de las muestras desde 60°C hasta 95°C, mientras se registraba la
fluorescencia de los productos. La pureza de los productos fue
confirmada posteriormente por electroforesis en geles de agarosa.
Cada muestra fue analizada por triplicado junto con controles sin molde

para monitorear contaminacion con ADN gendmico.

Los cdlculos del niUmero de copias iniciales de ARNm en cada
muestra se realizaron de acuerdo al método del ciclo en el que se
alcanza el umbral de detecciéon (cycle threshold o Ct). El Ct de cada
muestra fue calculado como el umbral de fluorescencia (Rn) ufilizando
el programa ABI7500 se que nce de te c tion syste m, con una linea de base
automdtica. Para todos los pares de pnmers disehados, se confirmd la
linearidad de la senal de la RT-PCR utilizando un rango de diluciones
seriadas de un ADNc de referencia que cubria la canfidad de ARNm
esperada en las muestras experimentales (“rango dindmico”), y se
obtuvo una clara correlacion lineal entre la cantidad de ADNc vy el Ct

en al menos 40 ciclos de RT-PCR.

La expresion génica relativa de Cre se normalizd utilizando el
house keeping ciclofiina mediante el uso del método de la curva
estadndar, como describe el fabricante (User Bulletin no. 2). Los resultados
se expresaron en unidades arbitrarias (AU) para la comparacion entre
muestras. Las unidades arbitrarias se definieron como el nivel de
expresion relativo al de una muestra de un ratdbn WT (muestra

calibradora).

Tabla 1.3: Reaccion de PCRen tiempo real para el ARNm de Cre.
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MIX PCR Programa
tiempo | Concentracién
real
Primers Temperatura | Tiempo
se ntido 0.29 uM (°C) (min)
. 1 ciclo de
Prime s 0,29 UM desnaturalizacion 95 10
antise ntido . ..
inicial
ADNc ]OOng 35 ciclos: de 95 0,5
it 5 ul desno‘rurcl!zomon- 63 :
apareamiento y
Hz0 Vf= 100l extension 72 0.3
Lectura de datos 38

Determinacion de la actividad de la recombinasa Cre

Obtencién de animales doble transgénicos Prl-Cre. EGFP*

Los animales de las lineas transgénicas Prl-Cre fueron apareados
con animales reporteros de la actividad de Cre, ratones Bé;129-
Gt(ROSA)26S0 rm2%ho [ (ratones adquiridos del laboratorio Jackson, USA,
en un background puro Bé;129), conocidos popularmente como
ROSAEGFP (sélo expresan el gen de la proteina verde fluorescente
(EGFP) en células que expresan Cre). Los raftones doblemente
transgénicos (PriCre+ y EGFP+, segUun determinaciones por PCR) se
perfundieron con paraformaldehido al 4%. Se extrajeron los cerebros e
hipodfisis de estos animales, se fijaron en la misma solucidon de
paraformaldehido y luego, los cerebros y las hipdfisis fueron tratados
para inmunofluorescencia de la misma manera que se describid antes
para las inmunofluorescencias de Cre. Se utilizd anticuerpo primario anti-
EGFP hecho en conejo (1:250; Abcam, USA) y como secundario anti-IgG
de conejo hecho en cabra acoplado a fluoresceina (1:100; FITC,
Vector). Los cortes fueron contratenidos con ioduro de propidio y

montados con Vectashield (Vector).
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Un grupo de secciones de hipdfisis fueron sometidas a doble
marcacion para prolactina y EGFP. Para ello, primero se les hizo la
inmunohistoquimica para EGFP revelada con FITC y a continuacion las
muestras se incubaron en una solucion conteniendo anticuerpo primario
policlonal anti-PRL hecho en cabra (1:250; Santa Cruz) toda la noche a
4°C. Al dia siguiente se lavaron dos veces con PBS a temperatura
ambiente para luego incubar durante dos horas con el anticuerpo
secundario anti IgG de cabra hecho en caballo (1:100; Vector)
acoplado a B xas Red, a temperatura ambiente. Luego se lavaron dos
veces con PBS y posteriormente se montaron de la misma forma que ya

fue descripta para la doble marcacion de PRLy Cre.

Cruza de las lineas Prl-Cre con ratones C57Bl/6]

Por otro lado se hicieron retrocruzas, que consistieron en aparear
las crias de las lineas fundadoras Prl-Cre con la cepa pura endocriada
C57Bl/6) con el objetivo de aumentar el background genético de la
cepa C57BL/6J.

Los experimentos siguientes se realizaron en ratones retrocruzados
6 veces (n=6), que equivale a un porcentaje tedrico de 98,4% de

contribucion genética de C57BI/éJ.
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Parte 2. Ratén pitD2RKO

Los animales transgénicos Prl-Cre n=6 se cruzaron con ratones que
poseen el exén 2 del RD2 flanqueado por secuencias loxP (Drd 2flox/flox),
retrocruzados por 10 generaciones con ratones de la cepa C57BI/éJ.
Estos animales fueron generados en el laboratorio del Dr Marcelo
Rubinstein en el INGEBI-CONICET por el Dr Diego Gelman vy

caracterizados por la Dra Daniela Noain.

Brevemente, la construccion del alelo del Drd2 modificado (Figura
1.3, A) se readlizd mediante técnicas de ingenieria genética con el
objetivo de flanquear al exdn 2 del gen con secuencias b xP. El vector
de recombinacion fue infroducido en células embrionarias (ES) de la
linea J1 de la cepa 129S4/Jae (linea de células ES salvaje derivada de
una subcepa de ratén 129). Para permitir la bUsqueda de las células en
las que ocurrid recombinacién homodloga entre la construcciéon
modificada y el alelo enddgeno salvaje, se introdujo el gen de
resistencia a neomicina (neo) como factor de seleccion positivo y el gen
de la timidina quinasa (TK) como factor de seleccion negativo, ambos
bajo el conftrol transcripcional del promotor de fosfogliceroquinasa
(PGK). Este cassette completo también se encuentra flanqueado por
sitios loxP, para permitir su posterior remocion. Estas células ES
modificadas dieron lugar a ratones quimera mediante su
microinyecciéon en blastocistos de raténes C57BI/6) colectados de
madres superovuladas. Los blastocistos microinyectados luego fueron
transferidos a madres sustitutas pseudoprenadas. Se obtuvieron 4
quimeras, dos hembras de bajo porcentaje y dos machos con mas del
95% de quimerismo. En la adultez, ambos machos fueron cruzados con
hembras C57Bl/6)J para obtener heterocigotas portadores del alelo
Drd 2fex/+ y finalmente se obtuvieron homocigotas para el alelo Drd 2fox/flox

n=10, que fueron los utilizados en esta tesis. Los sitios loxP infroducidos son
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sensibles a la recombinacion homodloga mediante la recombinasa Cre
del bacteriofago P1. La induccidon de las deleciones Tipo |, Tipo Il 'y Tipo I
pudieron seguirse mediante andlisis de Southern blot (Figura 1.3, B) o por

PCR con pnme rs especificos para detectar las diferentes variantes.

Es de interés destacar que los ratones mutantes condicionales
para el RD2 constituyen el primer, y hasta el momento, Unico modelo de

ratdn mutante condicional generado en la Argentina.

Dado que los Drd2flox/flox no presentaron alteraciones ni en la
expresion ni en la funcionalidad del RD2 respecto a sus hermanos WT, y
que los ratones Prl-Cre presentaron expresion de Cre funcional
especificamente en hipdfisis, en lactotropos, se aparearon ambas lineas.
De ahora en mds, se denominardn pitD2RKO a los ratones transgénicos
compuestos Drd 2flox/flox Tg, Pri-Cre. Para el andlisis de la linea pitD2RKO se
realizd una caracterizacion a nivel neuroquimica y funcional, y se utilizd
como control de cada experimento a los animales  Drd2flox/flox,

previomente evaluados en el laboratorio.
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Hgurma 1.3: Bstrategia para producirmtones con el alelo Drd2 “floxeado”
y detectartodos los alelos posibles mediante Southem blot. (A) El vector
de recombinacion permitié la incorporacion de 3 sitios loxP y un
marcador de seleccidn (cassette neo’) mediante recombinacion
homodloga en células embrionarias (ES). Dos clones seleccionados
(Drd2foxneo/+)  fyeron microinyectados en blastocistos de ratones
C57BIl/6J. El cassette PGK-neor fue luego eliminado mediante cruza de
mutantes heterocigotas con ratones transgénicos Ella-Cre obteniéndose
ratones Drd2fex+. (B) Andlisis de Southern blot de ADN de raftones
digerido con Xbal o EcoRl hibridado con las sondas A y B,
respectivamente en donde se demuestra inequivocamente la presencia
de todos los tipos de recombinantes, incluido el alelo Drd 2fox/+,
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Caracterizacion de los animales pitD2RKO

Hibridacién in situ para el RD2

Obtencion del vector pRboD2E2: A partr de un plasmido
generado por el Dr. Diego Gelman, que contiene el ADNc de los exones
1, 2, 3y 4 del Drd2 (pRiboD2E1E4); obtenidos por refrotranscripcion a
partir de ARN total, amplificados por PCR con pnmers especificos y
clonados en el vector pGEMTeasy® y con el objetivo de generar un
molde apropiado para la obtencidn de una ribosonda especifica del
exon 2 del Drd2, se liberd un fragmento de 281 pb del exdn 2 cortando
con BamHI, dentro del exdén, y EcoRl, en el vector. Este fragmento se
volvié a clonar en pGEMTeasy® y al pldsmido resultante se lo denomind
PRiboD2E2.

Sinte sis de una nbosonda especifica del exon 2 de Drd2. Para
sintetizar la ribosonda se incubd 1 ug del pladsmido pRiboD2E2,
previomente linealizado con la enzima de restriccion BamHI, con el
buffe r de transcripcidon, que contiene Tris-HCI 40 mM, pH = 8,0; MgCI2 15
mMM; DTT 15 mM; BSA 0,05 mg/mil; 60 U de un inhibidor de ARNsas (ARNse
out, Invitrogen); ATP, CTP y GTP 0,5 mM; 2 ul DIG-UTP (digoxigenina,
Roche) y 16 U de T7 polimerasa (New England Biolabs). Luego de
incubar durante 70 minutos a 37 °C, se digirid el pldsmido con Dnase |
(Invitrogen). Las ribosondas se purificaron con columnas (RNeasy® Mini
Kit, Quiagen) y se eluyeron en 50 ul de HO libre de ARNsa.

Hbrdacion in siu con nbosondas: Los cerebros y las hipofisis
frescos fueron congelados en isopentano a -30 °C, inmediatamente
incluidos en Tissue-Tek y mantenidos por 1 hora a -20 °C. Luego, se
montod la muestra sobre la platina del equipo (MicroM, modelo: HM 505
N) y se generaron cortes coronales de 15-60 um de espesor. Las

secciones fueron montadas en portaobjetos superfrost plus (Fisher).
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Finalmente, los vidrios se secaron durante 20 min al aire y se guardaron a
-70°C hasta su posterior utilizaciéon. Al iniciar el experimento los tejidos
fueron descongelados y equlibrados a temperatura ambiente al menos
30 minutos y luego tratados con proteinasa K 10 ug/ml en buffer TE 10X
(100 mM Tris, 10 mM EDTA) a temperatura ambiente por 15 min. Luego se
lavaron 2 veces con el mismo buffer y a contfinuacion se trataron con
trietanolamina (TEA) 0,1 M pH 8 por 3 min, se incubaron en dcido
acético anhidro 0,25% en TEA 0,1 M por 10 min, se lavaron dos veces en
SSC 2 x (0,3 M NaCl, 0,03 M Citrato de Sodio, pH 7.2), y finalmente se
deshidrataron en forma rdpida con eftanol en concentraciones
crecientes. Para la prehibridacion se incubaron los preparados con el
buffer de hibridacion (formamida 66%, NaCl 260 mM, solucion de
Denhardt 1,3 x [50x: ficoll 1%, polivinilpirrolidona 1%, BSA 1%], EDTA 1,3
MM, Tris-HCI 13 mM pH 8,0, sulfato de dextrano al 13%) por 1 hora a 57°C.
Las ribosondas marcadas con DIG se calentaron a 65°C durante 2 min
(con 0,5 mg/ml de ARNt y DTT 10 mM en aguaq) y se agregaron al buffer
de hibridacién en una concentracion de 85 ng/ml. La hibridacion se
realizd a 70°C durante toda la noche. Al dia siguiente los preparados
fueron lavados 4 veces con SSC 4X y sujetos a digestion con ARNsa A (20
ng de ARNsa A/ml; 0,5 M NaCl; 10 mM Tris-HCI pH8; 1 mM EDTA pH 8) a
37°C por 30 min. Luego se sometieron a lavados sucesivos con SSC 2x,
1x, 0,5 /1TmM DTT y a un lavado final a 65°C en SSC 0,1x /1TmM DTT por 30
min. Después de un lavado rdpido en la misma solucion a temperatura
ambiente, se deshidrataron los preparados con concentraciones
crecientes de etanol, se sumergieron en emulsion Kodak N-TB2 (diluida
1:1 en agua destilada). Los preparados se revelaron, se deshidrataron
con etanol y se montaron con Vectashield (Vector). Las fotografias
fueron tomadas con un microscopio Zeiss Axiostar plus equipado con

una cadmara digital Cannon PowerShot Gé.
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Coleccion de muestras de sangre y orina

La coleccion de muestras de sangre y de orina se realizd para
determinar valores de moléculas de interés circulantes o excretadas,
como por ejemplo PRL o IGF-I en suero, o proteinas urinarias mayores
(MUPs) en orina. La coleccion de ambos fluidos se realizd entre las 15 y
17 h. Para los experimentos de medicion de IGF-l y PRL séricos la muestra
se tomd por puncidon de la mejilla del animal sin previa exposicion a
droga alguna. Con aproximadamente 300 ul de sangre se obtuvo
suficiente plasma para la medicion de ambas moléculas por duplicado

por radioinmunoensayo (RIA).

La coleccidén de las muestras de orina se realizd simplemente
colocando un tubo eppendorf en el drea genital del animal mientras
éste era sujetado por el pellejo. La manipulacién de los animales suele
ser un factor estresante para éstos por lo que normalmente orinan
durante este proceso. Se obtuvieron aproximadamente 100 ul de orina

por cada animal, lo cual es suficiente para la determinacién de MUPs.

Niveles de PRL en sangre basales e inducidos por haloperidol

Primeramente se inyectaron los animales con solucién salina (NaCl
0.9%) i.p. (vehiculo) y a la hora se exirajo sangre por puncion de la
mejilla. A la semana siguiente, los mismos grupos de animales se
inyectaron con haloperidol (3mg/kg i.p. Haloperidol Hydrochloride,
TOCRIS), y a la hora se extrajo sangre de mejilla. Con ambos sueros, post
salina y post haloperidol, se procedi® a medir los niveles de PRL

mediante radioinmunoensayo (RIA).

El protocolo de RIA fue el siguiente: la curva de concentraciones
del estdndar de referencia y la dilucidn de las muestras fue realizada en
buffer de ensayo: buffer fosfato (PBS) con 1% de albiUmina de huevo

(EA). La solucidn de PBS fue compuesta por buffe r fosfato 0,01M, NaCl
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0.15M y 0.01% azida soédica, pH final 7,4. El primer anticuerpo (IgG
policlonal de conejo anti-PRL de ratén, 1:100000; NHPP-NIDDK, USA) vy la
hormona marcada (aproximadamente 10000 cpm/tubo) fueron
agregados a los tubos patrones y de muestra, los cuales fueron
posteriormente incubados a temperatura ambiente durante 24 hs. Al dia
siguiente, el segundo anticuerpo (suero policlonal de oveja anti-iIgG de
conejo, 1:90) fue agregado al ensayo e incubado a 4°C por 24 hs.
Luego de esta incubacion se separd la hormona libre de la unida al
anficuerpo especifico por centrifugacion refrigerada (4°C, Beckman
Instruments) a 3000 rom durante 30 minutos. El sobrenadante fue
aspirado y se midid la radioactividad asociada al precipitado
(correspondiente al complejo hormona-anticuerpo) en un contador
gamma (eficiencia: 82%, Hewlett Packard). Los coeficientes de

variacion infra- e interensayo fueron 7,2% y 12,8% respectivamente.

Niveles de PRL en sangre en hembras y machos a lo largo del
crecimiento

También se extrajeron muestras de sangre de mejilla de los ratones
a distintas edades y mediante el mismo protocolo de RIA descripto

anteriormente, se midid PRL en sueros a distintas edades.

Niveles de IGF-1 en sangre

Las muestras de suero para RIA de IGF-I (15 ul) y los estdndares de
IGF-l fueron sujetos al método de crioprecipitacion con etanol dcido
(95). IGF-I se determind usando un anticuerpo (IgG policlonal de conejo
anti-IGF-I de ratén, 1:100000; UB2-495) provisto por los Dres. L. Underwood
y J.J. Van Wyk, y distribuido por el “Hormone Distribution Program” del
NIDDK. Se usé IGF-I humano recombinante (rh IGF-I, Chiron Corp.,
Emeryville, CA) como radioligando y como ligando no marcado. La

sensibilidad del ensayo fue de 6 pg por tubo. Los coeficientes de
71



variacion intra- e interensayo fueron 8,2% vy 14,1%, respectivamente. El
protocolo, una vez obtenidos los extractos fue semejante al RIA de PRL

previaomente descripto.

Obtencion de muestras para el estudio del ciclo estral

La identificacion de las distintas fases del ciclo estral se realizd
mediante la obtencidn de extendidos vaginales en hembras de 5 meses
de edad. Los extendidos fueron observados en un microscopio campo
claro. Los estadios del ciclo estral estudiados fueron diestro, estro y
proestro. Los resultados fueron expresados como % de dias en diestro y %

de dias en estro.

Desarrollo de catatonia inducida por haloperidol

Se redlizd el test de la barra. Este test se utiliza para determinar el
nivel de catatonia que adquiere un animal luego de una inyeccion de
haloperidol, droga antagonista de los RD2, y es pardmetro de
funcionalidad del los RD2 centrales. La dosis del neuroléptico utilizada
en esta prueba fue de 1,5 mg/kg. La prueba consistid en colocar al
animal sobre sus patas delanteras en una barra de 2 cm de didmetro
filoda a 6 cm de altura, parado sobre sus patas traseras en la superficie
de la mesa de trabagjo. Se realizaron 5 intentos en los que se determind
el tiempo de inmovilidad del animal una vez que fue exitosamente
posado sobre la barra. El fiempo de corte de cada intento fue de 3
minutos. Finalmente, se determind el tiempo mdaximo que el animal

permanecié inmovil en los 5 intentos.
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Talla y curvas de peso

Los animales fueron pesados y tallados una vez por mes, desde el
1° mes a 11 meses de edad. Se pesaron siempre en la misma balanza
(Dhaus) y se midi6 el largo corporal entre la nariz y el ano, estos ensayos

se realizaron en el bioterio.

Ingesta de alimento

La medicidn de la ingesta de alimento se realiza para determinar
la cantidad de alimento ingerido por un animal en un cierto periodo de
tiempo. Estas mediciones consistieron en pesar la comida entregada al
animal en su jaula y aquella remanente cada 24 horas durante una
semana. También se registrd el peso corporal del animal diariamente
durante todo el periodo del experimento. El pardmetro analizado fue la

cantidad de comida ingerida diariamente.

Test de tolerancia a la glucosa intraperitoneal (ipGTT)

Este ensayo se realizd en ratones pitD2RKO de 6 meses de edad y
sus respectivos controles. Los animales fueron ayunados durante 8 horas
y fueron inyectados con glucosa intraperitoneal 3g/kg. Se tomaron
muestras de sangre por puncion en la cola para la medicidon de glucosa
en el momento con un medidor electréonico de glucosa (Dex-Il, Bayer).
Los tiempos de toma de muestra de sangre fueron 0, 5, 15, 30, 60, 90 y

120 minutos post inyeccion de glucosa.

Niveles de insulina pancredtica

Los niveles de insulina en el pdncreas fueron medidos mediante
radioinmunoensayo. Para ello, los pdncreas fueron pesados vy

homogeneizados en agua (1g de ftejido en 8ml de agua) y se
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cuantificaron las proteinas con el Qubit™ Quantitation Kit (Invitrogen,

Buenos Aires).

Luego se procedid a la extraccion de insulina de los tejidos. Al
homogenato, conteniendo 15 mg de proteinas, se le agregd un
volumen de etanol:acido acético (70:5) y se volvid a homogeneizar. Se
separaron 400 ul y el resto se guardd a -70°C. Se incubaron las muestras
a 4°C por 24 horas, luego se centrifugaron a 4600 rom durante 10
minutos a 4°C. Se transfirid el sobrenadante a otro tubo y se neutralizd
con igual volumen de Tris base 0,85 M. Se incubd una hora a -20°C vy se
centrifugd a 5700 rom durante 30 minutos a 4°C. Finalmente se pasd el
sobrenadante a ofro tubo. Para el RIA se hicieron diluciones de las
muestras y se sembraron 20ul (conteniendo 400 ug de proteina) de

cada una.

El protocolo de RIA fue el siguiente: la curva de concentraciones
del estdndar de referencia y la dilucion de las muestras fue realizada en
buffer de ensayo: 200 mg/l de sulfato de protamina, fosfato de sodio
monobdsico 4,14 g/l, 0,5% de detergente Tween, y EDTA 0,1M, pH final
7.5. Se utilizd como estdndar para hacer las curvas insulina humana
provista por los Laboratorios Beta (Buenos Aires, Argentina). El primer
anficuerpo (IgG policlonal de cobayo anfi-insulina de ratén, 1:50000;
Sigma) y la hormona marcada (aproximadamente 10000 cpm/tubo)
fueron agregados a los tfubos patrones y de muestra, los cuales fueron
posteriormente incubados a temperatura ambiente durante 24 hs. Al dia
siguiente, el segundo anticuerpo (anti-IgG de cobayo hecho en conejo,
1:100000) fue agregado al ensayo e incubado a 4°C por 8 hs. Luego de
esta incubaciéon se agregd el tercer anticuerpo (suero policlonal de
oveja anti-lgG de conejo, 1:90) y se incubd a 4°C por 24 hs. Se separd la
hormona libre de la unida al anticuerpo especifico por centrifugacion
refrigerada (4°C, Beckman Instruments) a 3000 rom durante 30 min. El

sobrenadante fue aspirado y se midid la radioactividad asociada al
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precipitado (correspondiente al complejo hormona-anticuerpo) en el
contador gamma. Los coeficientes de variacion intra- e interensayo

fueron 8,5y 14,4 % respectivamente.

Niveles de MUPs en orina

Las muestras de orina fueron colectadas se centrifugaron durante
3 minutos a 9900 rom. Luego fueron corridas en un gel 12% SDS-PAGE y
tenidas con Coomassie blue. Las MUPs representan el mayor
componente protéico de la orina de ratén. La densitometria se realizé
sobre la banda mayoritaria de 20 KDa con los so fiware s Image-quant o
Scion, y se calculd como % del promedio de intensidad obtenida en

machos wt.

Analisis de la generacion de prolactinomas en hembras pitD2RKO

A los 11 meses de edad se sacrificaron las hembras pitD2RKO vy se
extrajeron sus hipofisis. Se las pesd y dividid en dos: por un lado se
procesaron en buffer para RIA para medir el contenido de PRL de
homogenatos de hipdfisis (RIA, técnica ya descripta. Se sembraron 100
ng de proteina por tubo de reaccion); y por otro lado se las incluyd en
parafina para inmunofluoresecencia de PRL y GH (también técnicas ya
descriptas, en este caso los anticuerpos que se utilizaron fueron: anti-PRL
hecho en cabra, 1:250; Santa Cruz y anti-GH hecho en mono, 1:400;
Santa Cruz). Los anticuerpos secundarios fueron anti IgG de cabra
acoplado a FITC y anti IgG de mono acoplado a TR, ambos 1:100; Santa

Cruz.

Evaluacion de pardmetros angiogénicos y de proliferacién

Con el objetivo de determinar eventos que caracterizan la
angiogénesis en el desarrollo de prolactinomas se estudié la expresion
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de CD31 (clusster molcule of differentiation) en tejidos hipofisarios de
hembras pitD2RKO y Drd2fexifex de 11 meses de edad. En estas muestras
se determind la densidad microvascular y el porcentaje de drea

marcada.

Se detectdé CD31 por inmunohistoquimica siguiendo el protocolo
de inmunohistoquimica previamente descripto, se utilizd el anticuerpo
primario anti-CD31 hecho en cabra (1:200; Santa Cruz) y el anticuerpo
secundario anti IgG de cabra biotinilado (1:100; Vector) y se revelé con
DAB. Se obtuvieron iméagenes de todo el tejido usando un objetivo de
100x. Luego utilizando el programa Image J se calculd el drea de cada
vaso en las imdgenes de los cortes inmunotenidos y el drea total de
cada corte. El porcentaje de drea vascular se calculd tomando como
100% al drea total del tejido. La densidad microvascular fue calculada

contando el nUmero de vasos por mm?2 de tejido.

Por ofro lado, se calculd el indice de proliferacion celular
contando nuUcleos positivos para PCNA en tejidos hipofisarios de
hembras pitD2RKO y Drd2fexifex de 11 meses de edad. Para ello se
realizaron inmunohistoquimicas siguiendo el protocolo previamente
descripto, se utilizd el anficuerpo primario anti-PCNA hecho en conejo
(1:200, Santa Cruz) y el anticuerpo secundario anti IgG de conejo
biotinilado (1:100; Vector) y se reveld con DAB. Se obtuvieron imagenes

de todo el tejido usando un objetivo de 100x.

Analisis estadistico

Las pruebas estadisticas realizadas en los diferentes ensayos se
llevaron a cabo utilizando los programas STATISTICA 7.0 (StatSoft Inc.,
USA). En cada figura en la seccion resultados se indican las pruebas
estadisticas utilizadas para cada caso. A modo de resumen, se utilizd
Prueba de T en el andlisis de la longitud del fémur, los pesos de los
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tejidos, la ingesta de alimento, en la determinacién del nivel plasmatico
de IGF-l vy tisular de insulina, en la determinacion del contenido de PRL
infrahipofisario medido por RIA y por inmunohistoquimica, en la
cuantificacion del nivel de MUPs en orina, en el ensayo del ciclo estral,
en el cdiculo del indice de proliferacion celular y densidad y drea
vascular. Se analizaron mediante ANOVA DE MEDIDAS REPEIDAS (AMR)
todos los datos de pesos y tallas de los animales a lo largo del tiempo.
También se utilizd esta prueba en las determinaciones del tiempo de
inmovilidad en los test de catatonia, en las determinaciones de los
niveles plasmaticos de PRL basal e inducido por haloperidol y en el test
de tolerancia a la glucosa. En los casos en los que fueron necesarias
pruebas post hoc se realizaron comparaciones de Fisher. Un P < 0,05 fue

considerado significativo.
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Capitulo 1: Resultados

Parte 1. Generacion de lineas de ratones transgénicos Prl-

Cre

a. Construccion de un transgén que expresa la recombinasa Cre

bajo el promotor de prolactina

Para dirigir la expresion de la recombinasa Cre en los lactofropos
hipofisarios, se construyd el fransgén conteniendo la secuencia
codificante de la recombinasa Cre bajo el control transcripcional del
promotor de 3 kb de prolactina de ratdén de la cepa C57BI/6J. Este
transgén denominado Prl-Cre (Figura 1.4) se construyd en dos pasos:
primero el promotor de prolactina fue aislado mediante PCR a partir de
ADN de un ratdén WT, en dos fragmentos: fragmento 1 de 1349 pb vy
fragmento 2 de 1561 pb (Figura 1.5). Estos, luego fueron ligados al gen
de Cre y finalmente el transgén Prl-Cre fue purificado y liberado del
vector por medio de doble digestion con las enzimas con Xhol y Notl
(detalles en Materiales y Métodos). El inserto finalmente fue preparado

para microinyecciéon pronuclear.

78



Region5". Promotor de Prl de raton (3kb)

Cre
X N

1 kb

Fgura 1.4: Bsquema del transgén Pd-Cre. La linea amarilla representa el
promotor de prolactina de ratén de 3 kb de longitud, la roja, al gen de la
recombinasa Cre del bacteriocfago P1 y la verde, la secuencia de
poliadenilacién del gen del antigeno T del virus SV40. X (Xhol) y N (Not |) son

las enzimas utilizadas para la liberacion del transgén del pldsmido.
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Hguma 1.5: Geles de agarosa de los cuales se aislaron los fragmentos del
promotor de prolactina de ratdn (izquierda: fragmento 1 de 1549 pb. Derecha:
fragmento 2 de 1561 pb). En ambos geles, la primera calle muestra el
marcador de peso molecular, las flechas indican los pares de bases que

corresponden a cada banda.
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b. Produccion de animales transgénicos Prl-Cre

El fransgén se microinyectd en uno de los pronUcleos de ovocitos
fertilizados de ratén. Estos se fransfiieron a los oviductos de hembras
pseudoprenadas y a las tres semanas del nacimiento se analizaron las
crias en busqueda del transgén. En total nacieron 61 animales de
embriones microinyectados resultando 9 positivos para el transgén

siendo la eficiencia de la transgénesis del 15%.

La presencia del transgén fue detectada por PCR, a partir de ADN
gendmico, con pnmers especificos obteniéndose un producto de 328
pb que abarca parte del promotor de PRL y parte del gen de la

recombinasa Cre.

Para establecer una colonia de animales transgénicos, los ratones
transgénicos obtenidos por microinyeccion (FO), fueron apareados con
ratones no transgénicos de la cepa C57Bl6/J. De estos 9 animales
transgénicos Prl-Cre, 5 fueron capaces de fransmitir el transgén a la
filiacion 1 (F1). Los porcentajes de transgénicos F1 fueron cercanos al
50%, indicando que en estos casos el transgén se integré en los
embriones de la FO en un estadio que asegurd la presencia del tfransgén
en las células germinales y que el evento de integracion fue anterior a la
primera division mitética de la cigota microinyectada. Los 4 animales
restantes, no fueron capaces de transmitir el transgén y por lo tanto

fueron descartados.

Por lo tanto, se obtuvieron 5 lineas de animales portadores del
transgén Prl-Cre, que contenian la recombinasa Cre del bacteriéfago Pl
bajo el confrol franscripcional de prolactina. Las 5 lineas fueron

denominadas con los numeros 1, 2, 3, 6 y 8.
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c. Distribucion de la expresion de la recombinasa Cre en las
lineas de transgénicos Prl-Cre

Debido a que los tfransgenes se insertan al azar en el genoma, las 5
lineas de fransgénicos Prl-Cre se mantuvieron y analizaron en forma
agislada.  Seguidamente se readlizaron una serie de estudios para
determinar si el promotor de prolactina era capaz de dirigir la expresion
de la recombinasa Cre a la hipdfisis. Para ello, se realizaron ensayos de
PCR en tiempo real e inmunohistoquimica en tejidos de ratones

transgénicos Prl-Cre.

Expresion de ARNm de Cre

Se comprobd mediante una técnica cuantitativa, PCR en tiempo
real, la expresion de la enzima Cre recombinasa en la hipdfisis y otfros
tejidos de cada una de las 5 lineas de transgénicos Prl-Cre. Se utilizd
como control negativo hipdfisis de ratones WT y como control positivo
hipofisis de ratones transgénicos que expresan la recombinasa Cre en
todo el organismo bajo el control de un promotor constitutivo (Figura
1.6). Se analizaron pardmetros cuantitativos y también los relativos a la
hipofisis respecto del resto de los tejidos como prueba de selectividad
de expresion. Se observod diferencia de expresion entre las distintas lineas
siendo la linea 3 la que presentd mayor expresion de ARNm de Cre,
seguida de la linea 6. Los animales de las lineas 1, 2 y 8 presentaron muy
baja expresion de ARNm de Cre en hipdfisis aunque mayor a la de los

ratones WT.

También se observd que los animales de la Linea 3 y la 6
presentaron la mayor relacidén entre la cantidad de ARNm de Cre
respecto a otros tejidos como el hipotdlamo, el ovario y el rindn. En el
higado, pulmdn y corazén no hubo senal de ARNm de Cre en estas dos

lineas.
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Los animales de la linea 1 mostraron muy baja expresion del ARNm

de Cre en hipdfisis, y mayores niveles en el hipotdlamo. Las lineas 8 y 2,

tuvieron muy baja expresion del mensajero en la hipdfisis y ausencia

del mismo en los demds tejidos analizados (Figura 1.6).
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Fgurma 1.6: Analisis de la expresion de ARNm de Cre en diferentes tejidos en

cada una de las 5 lineas de transgénicos Pd-Cre. n=5 para cada linea. La

linea 3 presenta mayor expresion de ARNm de Cre en hipdfisis, seguida de la

linea 6. Las lineas 1, 2 y 8 muestran muy baja expresion. Como controles se

utilizaron hipdfisis WT (control negativo) e hipdfisis de animales frasgénicos Cre

(control positivo). En todos los casos las barras indican el promedio y las

barras de error E.S.M.

Expresion de Cre en hipdfisis

Secciones de hipdfisis de 4 um de espesor obtenidas por cortes en

micrétomo fueron sometidas a ensayos de inmunohistoquimica para

identificar la presencia de la proteina tfransgénica Cre.
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En la Figura 1.7 puede verse que la recombinasa Cre se expresa en la
hipodfisis. Debido a que la proteina Cre recombinante cuenta en su
extremo N-terminal con una senal de localizacidn nuclear, su
inmunomarcacion se detecta en el nicleo de las células. Algunas
secciones de los ftejidos hipofisarios, fueron contratenidos con
hematoxilina y se observd que no todos los nUcleos eran positivos para
Cre (Figura 1.7 E).

Hgura 1.7: Iocalizacion de la recombinasa Cre en hipéfisis. Secciones de
hipdfisis incluidas en parafina de 4 um de espesor de los animales transgénicos
Prl-Cre, fueron sometidas a inmunofluorescencia e inmunohistoquimica
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utiizando como anticuerpo primario anti-Cre. Panel A: Cre en hipdfisis de
animales Prl-Cre, visualizada con B xas red en microscopio confocal A=1000x,
B control, hipdfisis de una animal WT A=1000x, C: Cre en hipd&fisis de animales
Prl-Cre, revelada con DAB, D: control, hipdfisis de una animal WT. B Cre en
hipofisis de animales Prl-Cre revelada con DAB y B confrol, hipdfisis de una
animal WT. En D, E y F los nUcleos fueron contratenidos con hematoxilina. Las

fotos en campo claro fueron tomadas con un objetivo 100x.

Colocalizacion de prolactina y la recombinasa Cre

Para determinar si Cre se expresa particularmente en los lactotropos,
se hizo un ensayo de doble marcacion secuencial de Cre y prolacting,
con anticuerpos policlonales especificos para cada una de las
proteinas. A pesar de que en secciones de hipofisis de los ratones
transgénicos Prl-Cre de las 5 lineas se observaron células que
coexpresan PRL y Cre, la inmunomarcacion irregular obtenida con el

anficuerpo anti-PRL no permitié establecer una cuantificacion precisa

del grado de colocalizacion de Cre en lactofropos (Figura 1.8).

Fgura 1.8: Colocalizacién de PRLy Cre en hipéfisis. Secciones de hip&fisis incluidas en
parafina de 4 um de espesor de los animales transgénicos Prl-Cre fueron sometidas a
doble inmunohistoquimica utilizando como anticuerpos primarios anti-Cre y anti-Prl, y
fueron reveladas con DAB para Cre y con SG para PRL. Panel A: Colocalizacion de
Cre (DAB) y PRL (SG) en hipdfisis de un raton transgénico Prl-Cre de la linea 3, B en

otfro ratdn transgénico Prl-Cre de la linea 6, C: PRL (SG) en hipdfisis de una animal WT
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confrol. La PRL muestra un patron de expresion citoplasmdatica y la recombinasa Cre

nuclear. Fotos fomadas con objetivo 100x.

La expresion de la recombinasa Cre y de PRL, también fue evaluada
por inmunohistoquimica con microscopia electronica, utilizando particulas de
oro de distinfo didmetro para cada uno de los anficuerpos. Se observo
expresion de Cre nuclear en secciones de hipdfisis de animales transgénicos

Pri-Cre. Las células positivas para Cre fueron también positivas para PRL,

indicando patrones de expresidn coincidentes (Figura 1.9).

Fgura 1.9: Colocalizacion de PRLy Cre en hipéfisis. Secciones de hipdfisis de los
animales tfransgénicos Prl-Cre, fueron sometidas a doble inmunohistoquimica
ufiizando como  anticuerpos primarios anti-Cre 'y anti-Prl.  Se  oberva
inmunomarcacion de PRL con oro de 5 um y de Cre con oro de 15 um de didmetro.
A: Ratéon Prl-Cre de linea 6 y B ratén WT. En ambos casos, las barras de la escala en

el dngulo inferior derecho representan 1 um.

d. Linea reportera ROSA-EGFP

Luego de obtener la evidencia de la presencia del ARNm de Cre y
de la proteina Cre en las hipdfisis de los animales transgénicos, se
decidié estudiar si la Cre fransgénica tenia actividad enzimdatica in vvo .
Con este objetivo, cada una de las 5 lineas de los animales transgénicos
Prl-Cre se cruzaron con ratones trasngénicos que sirven como reporteros
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de la actividad de Cre. Estos ratones conocidos comUnmente como
ROSA-EGFP, tienen insertado en el locus ROSA26 el gen de EGFP
precedido por un fragmento que contiene codones de terminacion
traduccionales, flanqueados por dos sitios loxP. Estos ratones no
expresan EGFP a menos que este fragmento “STOP” sea removido por
Cre. Luego de cruzar los ratones Prl-Cre con los ROSA-EGFP se
idetificaron por medio de PCR, a partir de ADN gendmico, los animales

doble transgénicos (Prl-Cre . EGFP+).

Expresion de EGFP en hipdfisis y colocalizacién con PRL

En secciones de hipdfisis de animales Prl-Cre. EGFP* se observd
expresion de EGFP, indicando que Cre se expresd en esas celulas y fue
capaz de escindir el fragmento STOP flanqueado por secuencias lo xP,

permitiendo que se exprese EGFP (Figura 1.10).

Para determinar si las células que expresan EGFP y por ende Cre, en
la hip&fisis eran lactotropos, se hizo un ensayo de doble marcacién con
prolactina, con anticuerpos policlonales especificos para cada una de

las proteinas.

Se observd coexpresion celular de PRL y EGFP en citoplasma en las
hipofisis de los animales doble transgénicos Prl-Cre de las 5 lineas
estudiadas (Figura 1.10). No se pudo redlizar un andlisis cuantificativo
mds profundo debido a problemas de la técnica y cruza de los

anticuerpos.

En conjunto los resultados muestran que los ratones transgénicos Prl-
Cre expresan Cre en la hipofisis, mediante inmunohistoquimica y PCR en
tiempo real, y que esta enzima es activa in vwo, mediante la
visualizacion de EGFP en hipdfisis de animales doble transgénicos (Prl-
Cre .EGFP*).
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Fguma 1.10: Iocalizacion de HGFP en hipoéfisis de animales doble transgénicos Pd-
Cre . HGFP. Inmunofluorescencia e inmunohistoquimica anti-EGFP y anti-PRL. Panel A:
EGFP en verde en hipdfisis de animales Prl-Cre EGFP*, A=1000x. B EGFP revelado con
DAB (marrén) en citoplasma y nucleos contratenidos con hematoxilina en hipdfisis de
animales Prl-Cre.EGFP+. Foto fomada con objetfivo 100x. C y D: Colocalizacion de BGFP
y Prolactina en hipéfisis. En verde se presenta EGFP con FITC y en rojo prolactina con
TR. El naranja indica colocalizacién de ambas proteinas (sehalado con flechas rojas).
Panel C: Ratdn doble transgénico de la linea 3, Dr Ratdn doble transgénico de la linea
6.

Parte 2. Ratones pitD2RKO

Caracterizacion de las lineas de ratones pitD2RKO

El andlisis descripto hasta aqui permitié seleccionar tres lineas de
ratones transgénicos Prl-Cre: la 3, 6 y 8 con alta, infermedia y baja
expresion de ARNm de Cre en hipdfisis, respectivamente. Estas tres lineas
fueron retrocruzadas por é generaciones a la cepa C57BI/6) n=6 (ver
retrocruza en Materiales y Métodos) y posteriormente cruzados con
ratones mutantes condicionados del gen del receptor de dopamina D2

(Drd 2flox/flox) - (De ahora en adelante se llamardn pitD2RKO a los ratones
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Drd 2flox/fiox Tg Prl-Cre. Para el andlisis de cada linea pitD2RKO se realizd
una caracterizaciéon a nivel neuroquimica (hibridacion in situ) y funcional
(niveles de PRL sérica basales y post haloperidol, catatonia, curvas de
peso corporal y talla), y se utilizaron como control de cada experimento

a los animales Drd 2flox/flox (ver Materiales y Métodos).

Se analizaron machos y hembras pitD2RKO de las lineas 3, 6 y 8,
con excepcidon de la linea 6, que dado que no se han obtenido un
numero suficiente de crias macho pitD2RKO de esta linea, se trabajo

solo con hembras.

Hibridacion in situ para el ARNm del RD2
En primer lugar, mediante la técnica de hibridacion in situ se
determind la presencia o ausencia del ARNm del RD2 en los animales de

la linea pitD2RKO en el cuerpo estriado y la glandula pituitaria.

La Figura 1.11, muestra que los animales pitD2RKO carecen de
senal positiva para el RD2 en el I6bulo anterior de la hipdfisis y no
presentan alterada la expresidon del receptor en el [6bulo intermedio,
mientras que sus hermanos Drd 2fexifex muestran una clara senal en las
estructuras esperadas: I6bulo intermedio y anterior. En ambos genotipos
la expresion del RD2 en el cerebro no presentd ninguna alteracion (dato
no mostrado). Este resultado confirmé la restriccion de la mutacion del

RD2 a la adenohipdfisis.
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Drd2fox/fiex pitD2RKO

Hgura 1.11. Hibridacion in situ con una sonda especifica para el RD2 en ratones
pitD2RKO. Una sonda especifica del exén 2 del RD2 fue utilizada sobre cortes
de 16 um de pituitarias de animales pitD2RKO. Se observd ausencia de
expresion del RD2 en las adenohipdfisis (AN) de los pitD2RKO y expresidn en el
I6bulo intermedio (LI) (Paneles A, By C, fotos tomadas con objetivos 5x, 40x y
100x respectivamente). Mientras que en animales Drd2fexlfex se observd una
senal positiva en ambas estructuras (Paneles D, Ey F fofos tomadas con
objetivos 5x, 40x y 100x respectivamente). Los cuadrados de las figuras A y D
indican las zonas del tejido que se visualizan con mayor poder en las figuras B y
E.
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Niveles de PRL sérica basales e inducidos por haloperidol en
ratones pitD2RKO adultos

Para comprobar que la ausencia de senal especifica para el RD2
en la hipofisis, determinada en los experimentos de hibridacion in situ, se
correlaciona con una efectiva ausencia de funcidn del receptor
hipofisario, se determind el nivel sérico de PRL en machos y hembras
adultas de las lineas 3 y 8 de pitD2RKO, y en hembras adultas de la linea
6, 30 minutos después de una inyeccidon con solucidn salina o de una

inyeccion de 3mg/kg de haloperidol.

Luego de la inyeccion de la droga antagonista del RD2, tanto
hembras como machos Drd2fex/fox, mostraron un significativo aumento
de los niveles de PRL sérica (Figura 1.12), mientras que esto no ocurrié en
los animales pitD2RKO de las lineas 3 y é (Figura 1.12 A, B y C). Estos
resultados indicaron que el RD2 hipofisario en los ratones pitD2RKO de
las lineas 3 y 6 no era funcional. Los ratones pitD2RKO de la linea 8, en
cambio, mostraron un comportamiento similar a los controles Drd 2fox/flox,
en concordancia con los bajos nieveles de expresion de Cre hipofisaria
en esta linea. Ratones hembras y machos de la linea 8 mostraron valores
normales de PRL sérica a uno y tres meses de edad. En consecuencia la

linea 8 fue descartada (Figura 1.13).

A Linea 3 hembras B Linea 3 machos
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Drd2 flox/ flox pitD2RKO Drd2 flox/ flox pitD2RKO
Genotipo Genotipo
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Hgura 1.12: Niveles de PRL basales e inducidos por haloperidol en hembmas y
machos adultos de ratones pitD2RKO. Los niveles de prolactina fueron dosados por
RIA de sueros obtenidos luego de una inyeccidn de salina (barras celestes) o de
una dosis de 3 mg/kg de haloperidol (barras rojas). Con el objeto de discriminar el
efecto de la droga sobre los distintos genotipos, se realizaron ANOVA de medidas
repetidas (AMR) y contrastes post hoc de Fisher. Se puede observar que tanto en
hembras (A) (n=10, Interaccién tratamiento x genotipo ©P=0,035: salina vs
haloperidol en Drd2fexifox *5=0,018) como en machos (B) de la linea 3 (n=11
Interaccion tfratamiento x genotipo p=0,048: salina vs haloperidol en Drd 2fxiflox
*p=0,017) los niveles de PRL aumentan significativamente luego de Ila
administracién de la droga y no en los ratones pitD2RKO hembras (salina vs
haloperidol p=0,89) y machos (salina vs haloperidol p=0,41). (C) El mismo resultado
se aprecia en hembras adultas de la linea 6, aumento de PRL luego de la
inyeccion de la droga en hembras Drd2fkxifex y no asi en las pitD2RKO (n=4,
interaccioén genotipo x fratamiento p=0,03: salina vs haloperidol en Drd 2fx/flox
*0=0,038, y en pitD2RKO p=0,99) My B Animales pitD2RKO de la linea 8, hembras
(n=6, interaccidén tratamiento x genotipo NS. salina vs haloperidol *p<0,004 para
ambos genotipos) y machos (n=4, interacciéon tratamiento x genotipo NS. salina vs
haloperidol *p<0,005 para ambos genotipos) mostraron una respuesta similar a la
de sus controles Drd 2f=ifox, motivo por el cual esta linea fue eliminada. En todos los
casos las barras indican el promedio vy las barras de error E.S.M.
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Kgum 1.13: Niveles de PRL basales en hembmas y machos de la linea 8
pitD2RKO. Los niveles de prolactina fueron dosados por radicinmunoensayo en
sueros de distintas edades de animales Drd 2fexifex (barras azules) y de pitD2RKO
(barras amarillas). No se observaron diferencias entre genotipos para esta linea
(AMR, Fisher: interaccion genotipo x edad NS. Efectos genotipo y edad p>0.5.
Hembras: n=7 y machos: n=4) Las barras indican el promedio y las barras de
error E. S.M.

Catatonia inducida por haloperidol

Para demostrar que la carencia de RD2 funcional es exclusiva de la
hipodfisis en animales pitD2RKO de las lineas 3 y 6, se estudio la
funcionalidad del RD2 a nivel del sistema nervioso. Para ello, se
determind la capacidad de una dosis de haloperidol (1,5 mg/kg) de
inducir catatonia medida como fiempo prolongado de inmovilidad de
los animales apoyados con sus manos sobre una barra horizontal (Figura
1.14). Se observd que en los animales contfroles como asi también en los
pitD2RKO, tanto de la linea 3 como de la 6, tras una inyeccion de
haloperidol se indujo catatonia, lo que se evidencid por el aumento
notable en el tiempo de inmovilizacion en la barra. Como confrol de
este experimento se utilizaron ratones knockout totales para el RD2
(Drd2--); en estos animales como puede verse en la figura 1.15 |la droga

no tuvo efecto.

Por lo tanto, los pitD2RKO de las lineas 3 y 6, no presentaban una

alteracidon del RD2 a nivel del sistema nervioso central, estos datos
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correlacionaban con las hibridaciones in situ que demostraban la

presencia de los RD2 en cerebro, y ausencia solo en la hipdfisis anterior.

La linea 8 ya habia sido descartada por los resultados obtenidos
en el experimento previo, donde se realizaron mediciones de PRL sérica

luego de la administracion de haloperidol.
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Drd2flox/flox  pitD2RKO Drd2-/- Drd2flox/flox  pitD2RKO Drd2 -/ -

Hgum 1.14: Catatonia inducida por haloperdol en mtones de las lineas 3 y 6
pitD2RKO. Mediante el test de inmovilidad sobre una barra se determind la
catatonia inducida por haloperidol. Se observd que en el estado basal (barras
azules, salina) los animales no presentaban un nivel de inmovilidad mayor a 50
segundos en ningUun genotipo analizado, mientras que luego de una dosis de
haloperidol (1,5 mg/kg) (barras rojas), se observd un aumento significativo de
la inmovilidad en los ratones Drd2fxlfex y pitD2RKO (AMR, Fisher: Linea 3, n=5
Interaccion tratamiento x genotipo p=0,009; sal vs hal *p=0,0009 y 0,0001 para
Drd 2fexifox y pitD2RKO, respectivamente; Linea 6, n=4 interaccidon tratamiento x
genotipo p=0,0001; sal vs hal *p=0,001 y 0,0004 para Drd2fexifex y pitD2RKO,
respectivamente), mientras que esto no ocurria en los Drd2-/- (n=5). Estos
resultados demuestraron que los RD2 cerebrales estaban intactos en los
pPitD2RKO de ambas lineas. Las barras indican el promedio vy las barras de error
E.S.M.
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Niveles de PRL en sangre a lo largo del crecimiento

La dopamina ejerce un tono inhibitorio sobre la liberacion de
prolactina a través de los RD2s presentes en los lactotropos del Idbulo
anterior de la hipdfisis. Con el objetivo de determinar la ausencia de
estos receptores en las hipdfisis de los animales pitD2RKO se medieron los
niveles de PRL sérica basales en hembras y machos pitD2RKO de la linea

3y 6 adiferentes edades (Figura 1.15).
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Hgura 1.15: Niveles de PRL sérca a distintos meses de edad en matones
pitD2RKO de las lineas 3 y 6. El contenido de PRL sérica se midié por RIA. Se
observd un gran aumento de los niveles de PRL sérica a partir del mes y de los 5
meses de edad en las hembras pitD2RKO en las lineas 3 y 6, respectivamente.
(AMR, Fisher: Hembras, linea 3 n=6 interaccion genotipo x edad NS, pitD2RKO
vs Drd2flox/flox *5<(,033; linea 6 n=4 Interaccidén genotipo x edad p=0,002,
PitD2RKO vs Drd2flox/flox - *5<(0,003 para las edades indicadas. Machos linea 3
n=5 interaccidon genotipo x edad NS, pitD2RKO vs Drd 2flox/flox 5>0,05). Las barras

celestes indican los promedios de los niveles de PRL sérica de animales
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Drd 2fiox/flox y |as barras amarillas de los pitD2RKO. Las barras indican el promedio

y las barras de error E.S.M.

Estos datos nos indican claramente que a lo largo del desarrollo
existe una falta de inhibicidn de la liberacidén de prolactina en ratones

hembras pitD2RKO, lo que produce hiperprolactinemia basal crénica.

Ciclo estral

Debido a que las hembras pitD2RKO  presentaron
hiperprolactinemia se decidid evaluar si el ciclo estral de estos animales
estaba alterado. Para ello se hicieron extendidos vaginales, que fueron
observados en un microscopio de campo claro. Los momentos del ciclo
estral estudiados fueron diestro, estro y proestro y los resultados fueron
expresados como % de dias en diestro y % de dias en estro. Como se
puede ver en la figura 1.16 las hembras pitD2RKO tienen alterado el
ciclo estral, se obtuvieron diferencias significativas entre los genotipos en

el % de dias en estro y diestro.
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Kgumma 1.16: Ciclo estial de hembmas pitD2RKO. (Prueba de T, n=11, % diestro
*p=0,0077 entre genotipos; % estro *p=0,0046 entre genoftipos). Las barras
celestes indican animales del genotipo Drd 2flox/flox vy |as barras amarillas de los

pitD2RKO. Las barras indican el promedio y las lineas el error E. S.M.
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Curvas de peso y talla

Como describimos en trabajos previos en el laboratorio, en los
ratones knockout totales (Dmd2-/-) hay un retardo de crecimiento con
fallas en el sistemma GHRH-GH-IGF | (26). Datos preliminares indicaban
qgue el RD2 de la hipdfisis no participaba en este defecto ya que la
dopamina no era capaz de modular la secrecion de GH en hip&fisis
aisladas in vitro (54). El raton pitD2RKO, cuyo RD2 central es funcional
sirve para establecer el nivel de accion del RD2 sobre el eje de
crecimiento. Para ello evaluamos distintos pardmetros asociados a este
gje: talla nariz-ano, longitud femoral, curvas de crecimiento, niveles

séricos de IGF-l y niveles de excrecion de MUPs.

Como puede verse en la figura 1.17 las hembras y los machos
pPitD2RKO de las lineas 3 y é no presentaron alteraciones en la talla ni en
la longitud femoral. Pero en forma interesante a partir de los 4 meses de
edad se produjo un aumento significativo del peso corporal en las
hembras pitD2RKO con respecto a sus pares Drd 2fex/fox (Figura 1.18). Este
aumento de peso fue acompanado por un aumento de peso de tejido
graso, las hembras pitD2RKO a los 11 meses de edad, de ambas lineas
presentaron un aumento de peso del higado, de la grasa gonadal y de
la retroperitoneal (Figura 1.19). En la linea 8, en cambio las curvas de

peso fueron similares en ambos genotipos (datos no mostrados).
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Hguma 1.17: Talla y longitud femomal de los animales de las lineas 3 y 6
pitD2ZRKO. No se detectaron diferencias en la talla a lo largo del desarrollo, ni
en el largo del fémur a los 11 meses de edad entre genotipos, tanto en
machos como en hembras. (Talla: AMR, Hembras, linea 3, n=6, p>0,99; linea 6,
n=4, p>0,87. Machos linea 3 n=7, p>0,99. Bmur: Prueba de T, Hembras, linea 3,
n=6, p=0,84; linea 6, n=4, p=0,92. Machos linea 3, n=4, p=0,18). Las barras
celestes indican los valores promedios de los animales del genotipo Drd 2flox/flox
y las barras amairillas de los pitD2RKO. Las barras indican el promedio y las
lineas el error E.S.M.
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Hgumm 1.18: Curvas de pesos de mtones pitD2RKO de las lineas 3 y 6. Se
pesaron los animales entre el primer mes y 11 meses de edad. Se observd un
gran aumento del peso corporal a partir del 4 mes de vida en las hembras
pitD2RKO (AMR, Fisher, linea 3 hembras, n=10, interaccion genotipo x edad:
p=0,0001, pitD2RKO vs Drd2flox/flox *5<(0,02 para las edades indicadas; linea 6,
n=4 intferaccion genotipo x edad: p=0,0001, pitD2RKO vs Drd2flox/flox *p5<(,003
para las edades indicadas. Linea 3 machos n=11 p>0,99 para el efecto
genotipo). Las barras celestes indican los pesos de animales del genotipo
Drd 2flox/flox vy |as barras amarillas de los pitD2RKO. Las barras indican el promedio
y las barras de error E.S.M.
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Hgurma 1.19: Peso de tejido adiposo de mtones pitD2RKO de las lineas 3 y 6. Se
pesaron las grasas gonadales, retroperitoneales y el higado, un tejido en
donde se acumula grasa de los animales pitD2RKO de la linea 3y 6 alos 11
meses de edad. Se observd un gran aumento de peso de estos tejidos en las
hembras pitD2RKO (Prueba de T, hembras, linea 3 n=6 *p<0,001; linea 6 n=4
*p<0,001, machos linea 3 n=4 p>0,93). Las barras celestes indican los pesos de
animales del genotipo Drd2flox/flox v |as barras amarillas de los pitD2RKO. Las
barras indican el promedio y las barras de error ES.M. En el panel inferior se
muestra una foto a modo ilustrativo del mayor tamano corporal y acumulacion
de grasa de los ratones hembras pitD2RKO respecto a sus pares Drd 2foxifox,
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Ingesta de alimento

Debido al gran aumento de peso corporal de las hembras pitD2RKO
a partir del cuarto mes de edad se decidid estudiar si este aumento
estaba relacionado a cambios en la conducta alimenticia. Para ello se
realizd un experimento de ingesta de alimento, tanto en las hembras de
la linea 3 como en la 6 (Figura 1.20). Como puede observarse, las
hembras pitD2RKO de ambas lineas, presentaron un aumento en la
ingesta diaria. En los machos, en cambio, no se observé un aumento en
la ingesta de alimento en correlaciéon con el mantenimiento del peso

corporal (dato no mostrado).
Estos resultados de ingesta de alimento podrian estar rel

acionados con el nivel de PRL sérica elevada, ya que como se ha

descripto previamente, altos niveles de PRL inducen hiperfagia (96;97).
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Fgum 1.20: Registo de ingesta de alimento en hembras de las lineas 3 y 6
pitD2RKO. Los datos representan el promedio por animal y por genofipo del
consumo de alimento regular ad Ibitum durante una semana en ratones
hembras, en amairillo pitD2Rko y en celeste Drd 2fxifox, Se observa un aumento
de ingesta de alimento en las hembras pitD2RKO de ambas lineas (Prueba f,
Linea 6 n=4 *p<0,05, Linea 3 n=9 *p<0,045). Las barras indican el promedio y las

barras de error E.S.M.
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Niveles de insulina en el pancreas y tolerancia a la glucosa

Dada la relacion que existe entre obesidad y diabetes, se quiso
evaluar si las hembras pitD2RKO desarrollaban algunas de las
caracteristicas de la diabetes. Para ello se midio, a los 11 meses de
edad en ambas lineas, el contenido de insulina en el pdncreas por RIA y
se realizd el test de tolerancia a la glucosa in viwo. Las hembras
pPitD2RKO mostraron una mayor concentracion de insulina pancredtica
que sus controles (Figura 1.21 A) vy si bien las diferencias no fueron
estadisticamente significativas en cuanto a la respuesta a la glucosa en
un ipGTT, se observd un tendencia en las hembras pitD2RKO a una
disminuciéon mds lenta de los niveles de glucosa (Figura 1.21 B). Estos
mismos experimentos se hicieron en machos y no se obtuvieron

diferencias entre genotipos (datos no mostrados).
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Hguma 1.21: Contenido de insulina en pancreas de hembmas pitD2RKO de 11
meses de edad y st de tolerancia a la glucosa en hembmas in vivo. A: Las
hembras pitD2RKO presentaron mayor concentraciéon de insulina en el
pdancreas (Prueba de T, n=6 *p<0,033). B En el test de la glucosa no hubo
diferencias entre genotipos, aunque se puede ver una disminucién mads lenta
en los valores de glucosa en los pitD2RKO respecto a la control (AMR, n=7
p>0,15).
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Niveles de IGF-I en sangre en machos y hembras adultas

Otro pardmetro analizado fue el factor de crecimiento fipo insulina-|
(IGF-I) por radioinmunoensayo (RIA), cuya sintesis en el higado es
controlada por la hormona de crecimiento (GH) (Figura 1.22). El IGF-I es
un efector directo de esta hormona, y se lo utilizd por lo tanto como
pardmetro indirecto de la medida de GH circulante, evitando asi la
medicion de esta hormona, dificil tarea debido a su liberacién pulsdtil.
No se observaron diferencias en los niveles de IGF-I ni en hembras ni en
machos pitD2RKO de ambas lineas con respecto a sus conftroles
Drd 2fxlfex, indicando que el gen del RD2 hipofisario no estaria
involucrado en el control del crecimiento y por lo tanto comprobando
nuestra hipodtesis de la participacion del RD2 central en el retardo de

crecimiento, previomente observado por nosotros en los ratones Drd2-/- .
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FHgura 1.22: Niveles de IGFI en sangre en machos y hembras adultos. Se
muestran los resultados del RIA de IGF-I circulante en sangre. No se observan
diferencias significativas entre genotipos de ninguna de las lineas, ni en
machos ni en hembras. (Prueba de T, Linea 3 hembras n=4 p=0,82 y machos
n=4 p=0,09; Linea 6 n=4 p=0,13). Las barras indican el promedio y las barras de
error E.S.M.

MUPs en orina en machos y hembras adultas

En ratones otro marcador de las acciones de GH, ademds de la IGF-I
sérica, es el complejo denominado proteinas mayores urinarias (MUPs),
que son importantes al momento de determinar deficiencias en GH en
los modelos de ratones (98). Ha sido descripto que los niveles de las
MUPs responden a la pulsatilidad de la GH (99) y nosotros demostramos
que estdn disminuidos en los ratones kno ¢ ko ut totales para RD2 (100), y

también se ha visto que estdn involucrados en procesos de lipogénesis.

Se observd en ambos genotipos la diferencia sexual descripta para
las MUPs: machos mayores niveles que en hembras. Corroborando
nuestros resultados de IGF-1 y de las curvas de peso y talla no se hallaron
diferencias en los niveles de MUPs entfre genotipos en los machos (Figura
1.23).
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Por otfro lado, a pesar del mayor peso corporal que se observaba en
hembras pitD2RKO en relacion a sus pares floxeados, las MUPS estaban
disminuidas, sugiriendo que dicho aumento de peso no estaba
relacionado a la GH, sino al aumento de prolactina e ingesta. La
disminucion de MUPs podria estar relacionada a una compensacion de

la lipogénesis observada en el higado.
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Hgura 1.23: Niveles de MUPs en orina de ratones pitD2RKO de la linea 3 y 6. En
forma ilustrativa (abajo) se muestra un gel donde las bandas de MUPs estdn
tenidas con coomasie blue . Las calles subrayadas representan a los animales
pPitD2RKO vy las otras a los Drd2fexifex, |a cuantificacion por densitometria
(arriba) de la banda mayoritaria de 20 KDa muestra que tanto en la linea 3
como en la 6, las hembras presentan niveles menores de MUPs mientras que en
los machos no se observan diferencias entre genotipos (Prueba T, Linea 3
hembras n=11 *p=0,0053; Linea 6 hembras n=4 *p=0,0072 y Linea 3 machos

n=10 p=0,36). Las barras indican la media y las barras de error indican E.S.M.

Generacion de hiperplasia hipofisaria en hembras pitD2RKO

Las hembras pitD2RKO de las lineas 3 y 6 y sus controles fueron
sacrificadas a los once meses de edad. Se observd un agrandamiento
de la hipofisis, que casi duplicd su peso en las hembras pitD2RKO con
respecto a las Drd2fexifex Mientras que en los machos no se observaron
diferencias entre genotipos (Figura 1.24). Esto se correlacioné con una

hiperplasia de lactotropos como se observa en la figura 1.25. Y también
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con el aumento del contenido de PRL infrahipofisario medido por RIA en

los homogenatos hipofisarios (Figura 1.26).
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Fgurma 1.24: Peso de las glandulas hipofisaras de pitD2RKO de las lineas 3 y 6.
Las hembras de 11 meses de edad pitD2RKO de la linea é y 3 presentaron un
aumento de tamano de la hipdfisis respecto a los controles. Este resultado no
se observé en los machos (Prueba T, Linea 3 hembras n=6 *p=0,038; Linea 6
hembras n=4 *p=0,023 y Linea 3 machos n=4 p=0,78). Las barras indican la
media y las barras de error indican E.S.M. En el panel inferior se observan dos
hip&fisis representativas de ambos genotipos.
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Fgum 1.25: Inmunofluorescencia para PRLen hipéfisis de hembras pitD2RKO de
11 meses de edad. Se muestran cortes de hipdfisis en parafina de 4 um,
inmunotenidos para PRL con FITC, de animales Drd2 fexifex (panel izquierdo A:
foto tomada con ocular 20x y C: 60x) y de pitD2RKO de las lineas 3 y 6 (panel
derecho B foto tomada con ocular 20x y Dt 60x). Se puede observar en el
grdéfico de la cuantificacion (% de drea marcada en relacion al drea total) una
mayor marca de PRL en las hipdfisis de los animales pitD2RKO respecto de sus

controles (Prueba de T n=6 *p<0,05).
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Hgura 1.26: Contenido de PRL intmhipofisario de animales pitD2RKO de 11

Prl (ng)/ proteinatotal (ug

meses de edad. El contenido de PRL sérica se medid por radioinmunoensayo.
Se observd un gran aumento de los niveles de PRL en las hipdfisis de las
hembras pitD2RKO, no asi en los machos (Prueba T, Hembras, linea 3 n=6
*p<0,05; linea 6 n=4 *p<0,05. Machos linea 3 n=4 p=0,76). Las barras celestes
indican los pesos de animales del genotipo Drd 2flox/flox vy |as barras amairillas de

los pitD2RKO. Las barras indican el promedio y las barras de error E.S.M.

Proliferacion celular y angiogénesis en adenomas hipofisarios en
hembras pitD2RKO
PCNA

En las hipdfisis de las hembras pitD2RKO el porcentaje de nucleos
positivos para PCNA fue 1,94 % + 0,71, mientras que en las de los
animales controles fue de 0,90 % + 0,10. Este resultado es una evidencia
de una hiperplasia hipofisaria en las hembras pitD2RKO, junto con un
aumento del contenido intrahipofisario de PRL como se describid

anteriormente (Figura 1.27).
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Hgum 1.27: Indice de pwliferacion celularen hipoéfisis de hembras pitD2RKO de
11 meses de edad. Se muestran cortes de hipdfisis en parafina de 4 um,
inmunotenidos para PCNA con DAB, de animales Drd2 fexifex v pitD2RKO. Se
puede observar en el grdfico de la cuantificacion (% de nucleos positivos para
PCNA en relacion los nucleos totales) un mayor indice de proliferacion en las
hipodfisis de los animales pitD2RKO respecto de sus controles (Prueba de T
hembras n=6 *p<0,05). Las barras indican el promedio y las barras de error
ES.M. En el panel inferior se muestran imdgenes representativas de las
inmunohistoquimicas cuantificadas, A: PCNA con DAB en Drd2 fexlfex, B PCNA
en hembras pitD2RKO. Los nUcleos fueron contratenidos con hematoxilina y las
fotos fueron tomadas con objetivo 100x.

CD31

Continuando con el estudio de las hipdfisis de las hemlbras pitD2RKO,
se analizéd la vasculatura mediante inmunohistoquimica con el
marcador endotelial CD31. No se observaron diferencias en la DMV (n
de vasos/mm?2), evaluada por la determinacién de vasos CD31
positivos, entre genotipos. Sin embargo, el drea vascular (determinada
como drea ocupada por vasos en relacion al drea total) estaba
aumentada en las hipofisis pitD2RKO respecto a las controles (Figura

1.28).
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Fgura 1.28: Area y densidad vascular en hipéfisis de hembras pitD2RKO de 11
meses de edad. A partir de inmunohistoquimica para CD31 se estudiaron los
siguientes pardmetros, en hembras pitD2RKO n=6. A: Area vascular (% drea de
vasos/drea total), se observa una mayor drea vascular en las hipodfisis pitD2RKO
(Prueba de T, *p<0,50), y B Densidad vascular (nUmero de vasos/mm?),
(Prueba de T, p>0,36). Las barras indican el promedio y las barras de error
E.S.M. Las figuras C y D muestran cortes de hipdfisis en parafina de 4 um,
inmunotenidos para CD31 con DAB, de animales hembras de 11 meses de
edad, Drd2 fexifex y  pitD2RKO respectivamente. Los nucleos fueron
contratenidos con hematoxilina y las fotos fueron tomadas con objetivo 100x.
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Capitulo 1: Discusion

En trabagjos previos en nuestro laboratorio, demostramos que en
los ratones Drd2-/- la ausencia de control dopaminérgico produce un
fenotipo de hiperprolactinemia cronica e hiperplasia de lactotropos lo
que promueve la formacion de prolactinomas particularmente en las
hembras provocando infertilidad (51). También demostramos que el RD2
no solamente actia sobre la regulacidon de la prolactina, sino que
participa activamente en la secrecion de GH (26) (54) y en la expresidon
del ARNm de GHRH (100). Por otfro lado, también describimos el RD2
modula la expresidon de varios componentes relacionados a la ingesta y

el metabolismo (55).

En los ratones Drd2-/- la manifestacion de efectos compensatorios y
de fenotipos solapados, han generado la necesidad de contar con una
nueva herramienta genética que permita estudiar los fenotipos
asociados a la falta del RD2 con dominios espaciales mds restringidos.
Dado que en los Drd2-- no se han podido separar los fenotipos de
alteraciones en el crecimiento con los de la hiperprolactinemia, en la
presente tesis generamos cinco lineas de ratones transgénicos que
expresan la recombinasa Cre bajo el control transcripcional del
promotor de prolactina de ratén (Prl-Cre), con el objetivo de obtener un

kno c kout con delecion del RD2 en la hipdfisis.

Una vez generados los ratones transgénicos Prl-Cre (5 lineas), el
primer desafio consistid en validar si la recombinasa Cre se expresaba
en la hipdfisis. Los resultados obtenidos a través de PCR en tiempo real
revelaron que las 5 lineas de ratones Prl-Cre expresaban ARNm de Cre
en la hipdfisis y con distinto nivel de expresion entre ellas, algunas lineas
teniaon muy baja expresion o expresion ectdpica por lo que fueron
descartadas. Mediante inmunohistoquimicas en campo claro y en

microscopia electronica se observd expresion de Cre en lactotropos, ya
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gue colocalizdé con PRL. Posteriormente, se evalud la actividad funcional
de la enzima Cre. Para ello se cruzaron los ratones Prl-Cre con ratones
transgénicos que sirven como reporteros de la actividad de Cre, los
ratones comUnmente conocidos como los ROSA-EGFP. Se comprobd
gue la recombinasa Cre era activa, evidencidndose por la presencia de
EGFP en la hipdfisis y su colocalizacion celular con la hormona
prolactina. Estos resultados en su conjunto indicaron que la recombinasa
Cre se expresa en la hipofisis, y es capaz de recombinar sitios loxP y

provocar la escision del fragmento floxeado.

El andlisis de la expresion del ARNm de Cre en las distintas lineas,
nos permitid seleccionar tres lineas de ratones transgénicos Prl-Cre: la 3,
la 6 y la 8, con dalta, intermedia y baja expresion del mensajero
respectivamente. Los ratones de estas tres lineas fueron cruzados con
ratones mutantes condicionados del gen del receptor de dopamina D2
(Drd2flox/flox) L os ratones  Drd2flox/fiox Tg Prl-Cre fueron denominados
PitD2RKO.

Se caracterizaron los animales pitD2RKO a nivel neuroquimico vy
funcional. En primer lugar, mediante hibridacion in situ para el ARNm del
RD2 se comprobd la ausencia del mismo en el |ébulo anterior de la
hipofisis, mientras que su expresion en el [6bulo infermedio y en las
distintas dreas del cerebro no se vio alterada en los animales pitD2RKO.
Por ofro lado, se confirmd la restriccion de la mutacién del RD2 a la
hipofisis sin alterar la expresion del gen y su funcidn en el sistema
nervioso central, por medio de pruebas funcionales liberacion de
prolactina en respuesta a haloperidol y de catatonia inducida por
haloperidol, respectivamente, tanto en hembras como en machos. Estos
resultados se observaron en ratones pitD2RKO de las lineas 3 y 6, no asi

en los de la linea 8, por esto estd Ultima linea fue descartada.
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Una vez demostrada la ausencia de RD2 a nivel hipofisario y que su
expresion a nivel del sistema nervioso central no se encontraba alterada
en la linea de ratones pitD2RKO, se prosiguid con la caracterizacion del
fenotipo. Se determind el nivel de PRL sérica basal en hembras y en
machos a lo largo del crecimiento. Las hembras pitD2RKO, como era de
esperarse por la falta de control dopaminérgico, presentaron una
hiperprolactinemia desde el primer mes de vida hasta los 11 meses de
edad, mientras que en los machos no se observd un aumento de PRL
sérica en los pitD2RKO respecto a los controles. El control dopaminérgico
en machos es menos marcado que en hembras y la proporcion de
lactotropos también es menor en machos. En efecto, se ha descripto
que el antagonismo de los RD2s produce una liberacidbn mucho menor
en machos que en hembras (100;101). El dimorfismo sexual que existe en
el control dopaminérgico de la secrecion de PRL indica la importancia
de roles independientes de la hormonas esteroides sexuales en la sintesis
de PRL. La estimulacién de la transcripciéon y el aimacenamiento de PRL
inducida por los estrdgenos asegura, en las hembras, una reserva de PRL
para responder a las demandas fisioldgicas durante la prenez y la
lactancia. Por ofro lado, en las hembras, esta reserva estd sujeta a un
control mds fuerte por parte del RD2 en comparacién con machos, en
los que el papel de la prolactina no es tan importante. Nuestros
resultados también sugieren que en machos la inhibicion de la
prolactina por RD2 es complementada quizds por otros factores

autocrinos o paracrinas.

A raiz del resultado de una elevada PRL sérica en hembras pitD2RKO,
se decidid anadlizar el ciclo estral, ya que la PRL participa en la
regulacion del ciclo reproductor. En el modelo Drd2-/-, los machos
presentan una espermatogénesis normal, mientras que las hembras
tiene ciclos estrales alterados, y menor nivel de estrogenos séricos.

Ratones hembras knoc kout para el gen de PRL y para su receptor son
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estériles, con alteraciones del ciclo estral. Las hemlbras kno ¢ ko ut para el
receptor de PRL presentan menor nUmero de foliculos y de ovulos,
menor cantidad de ovulos fertilizados y aquellos que son fertilizados
tienen un desarrollo lento y la mayoria no llega a blastocisto (102).
También se demostré que la PRL es necesaria para la implantacion del
blastocito y el desarrollo embrionario. Por otro lado, sélo el 50% de los
machos knockout para el receptor de PRL son fértiles, el resto es
completa o parcialmente infértil (103) (104). En roedores, la PRL tiene
accion luteotrépica, promueve la produccion de progesterona y el
mantenimiento de la gestacion. Ademdads, la hiperprolactinemia en
humanos, estd asociada normalmente con amenorrea, ausencia de
ovulaciéon, disminucion de la libido y disfunciones orgdsmicas. El
mecanismo mads probable por el cual altos niveles de PRL sérica inducen
alteraciones en el ciclo reproductor es via la inhibicion de la produccion
y/o pulsatiidad de GnRH (hormona liberadora de gondotrofina) a
través, en parte, de la activacidon del RD2 por la PRL. Sin embargo,
también se propuso que su accidon podria estar relacionada a la
pérdida de un control de retroalimentaciéon positiva de los estrogenos
sobre la secrecion de gonadotropinas, o a la interferencia de la PRL en
el desarrollo folicular y la produccidn de progesterona. En los hombres,
altos niveles de PRL producen hipogonadismo, reduccion de la
secrecion de GnRH y de testosterona y causa disfunciones de ereccidn
(68).

En concordancia, el ciclo estral en las hembras pitD2RKO estaba
alterado, con un aumento del porcentaje de dias en diestro y una
disminucion de dias en estro, respecto a las hembras controles. Esto
indicaria que la refroalimentacion de la prolactina sobre el tono
dopaminérgico hipotaldmico (que impacta sobre la GnRH) es funcional,

agregando una evidencia mds sobre la integridad del RD2 central.
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Se hicieron curvas de peso y talla a lo largo del crecimiento.
Corroborando nuestra hipdtesis, que el RD2 hipofisario no seria el
responsable de las alteraciones de crecimiento observadas en los
ratones Drd2--, no se hallaron diferencias en la talla ni en la longitud
femoral entre ratones pitD2RKO vy los Drd2fexifex, indicando que los RD2
centrales son los responsables del retardo en el crecimiento observado
en los Drd2-/-.

Las hembras pitD2RKO a los 4 meses de edad presentaron un
aumento de peso corporal significativo respecto a las controles, y esta
diferencia se incrementd alun mds con la edad. El aumento de peso se
relaciond a un incremento en la ingesta de alimento. La relaciéon entre
PRL y la regulacion del peso corporal en ratones estd en continuo
debate y discusion. En ratas estd descripto que la hiperprolactinemia
cronica estd asociada con un aumento de la ingesta de alimento y de
peso corporal, y que este efecto se puede revertir con la administracion
de un agonista dopaminérgico como la bromocriptina (74) (76).
Inyecciones de PRL en el nicleo paraventricular de rata aumentan la
ingesta de alimento, indicando que la PRL interactia con centros
hipotaldmicos que regulan el apetito (77). Sin embargo, experimentos
similares en ratones, dieron resultados controvertidos. Nuestros resultados
en ratones indican un aumento de la ingesta frente a una
hiperprolactinemia sostenida. El incremento de la ingesta fue mayor
que el observado en los ratones Drd2-/-. Esto pone de relevancia el
papel fundamental del RD2 central en los mecanismos que regulan la
ingesta. Como describimos en tfrabajos previos, en los Dd2-- la a-MSH
estaba aumentada, y disminuido el precursor de orexinas, dos eventos
anorexigenos (55) que dependerian de la falta de RD2 central. En el
presente modelo, la presencia del RD2 central impactaria sobre a-MSH y
orexinas de forma de aumentar la ingesta en forma adicional al efecto

de la PRL. Por lo tanto, es de nuestro interés, como continuacion de esta
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tesis doctoral, medir los péptidos hipotaldmicos vinculados a la ingesta
de alimento en las hembras pitD2RKO. Hemos desarrollado un modelo
en donde se podrdn estudiar en profundidad las funciones metabdlicas
de la PRL, sin encontrarse afectados los RD2 hipotaldmicos ni el eje de

crecimiento.

Por lo tanto, este nuevo modelo experimental, nos permite separar
las funciones de la DA centrales de las hipofisarias, que en el ratén Drd 2-
- parecian compensadas o solapadas. En este contexto, pudimos
corroborar la participaciéon de la DA a través del RD2 central y no
hipofisario, en el crecimiento corporal normal y en la secrecién de GH
(26).

La accion de la DA sobre la secrecion de GH ha sido desde hace
tiempo motivo de controversia. Existe una base anatdémica que permite
relacionar el sistema de GHRH con el sistema dopaminérgico. Estudios
de colocalizacion demuestran que neuronas que sintetizan GHRH en la
zona ventrolateral del ndcleo arcuato del hipotdlamo sintetizan tirosina
hidroxilasa, la enzima limitante en la sintesis de DA. Esto fue observado
en hipotdlamos provenientes de rata y de ratén (105-107). En ratas, se
ha descripto ademds que el precursor de DA, levodopa, y agonistas
dopaminérgicos estimulan la secrecion de GH, efecto que es
antagonizado por haloperidol (108). Sin embargo, esta respuesta

parece involucrar un componente alfa-adrenérgico (16).

En humanos, los agonistas dopaminérgicos producen una
liberaciobn de GH, mientras que si se inyectan en pacientes
acromegdlicos, cuyos niveles basales de GH son elevados, el efecto
que se observa es del tipo inhibitorio (109). En ninos con bajos niveles de
GH el efecto de DA es estimulatorio, mientras que si poseen altos niveles

basales de GH el efecto que se observa es opuesto.
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Es decir que la accion de la DA dependeria de los niveles basales
de GH. Esto podria explicarse por la capacidad de la DA de estimular la
secrecion tanto de STT como de GHRH (110) y por la distinta sensibilidad
al estimulo con DA de las neuronas de GHRH y STT dependiendo del
tono dopaminérgico enddgeno. Es decir, todos estos resultados
indicarion una accidn dopaminérgica sobre el eje de crecimiento

preponderantemente central.

En cultivos primarios de hipdfisis humanas y de monos, la DA inhibe
la secrecion de GH. Esto ocurre tanto sobre células normales como
células de adenomas secretores de GH, y en ambos casos la accidon
parece estar mediada por distintos tipos de receptores de DA (108) (16).
En células adenohipofisarias de rata, en cambio, los resultados no son
tan claros. Cultivos celulares incubados durante periodos prolongados
con agonistas dopaminérgicos muestran una inhibicion de la liberacion
de GH. Pero cuando las células de la hipdfisis anterior son perfundidas y
tratadas con DA, se produce una estimulacion de la secrecion de GH
(111). Oftros trabaijos, sin embargo, apoyan un efecto inhibitorio de la DA
sobre la secrecion de GH también en células perfundidas (110).
Finalmente, se ha descripto que la DA estimula la liberacion de GH en
células hipofisarias de rata en cultivo primario, efecto que parece estar

mediado por receptores de dopamina tipo 1 (53).

Por Ultimo, el control dopaminérgico de GH en ratones ha sido
escasamente documentado. Nuestros resultados previos en ratones
Drd2-- asignaban a este receptor una accidn final estimuladora sobre el

eje de GHRH-GH (26), al menos durante la primer etapa de la vida.

Pero los resultados obtenidos con ese modelo estdn influenciados
por el entorno que genera la falta del RD2 en todos los tejidos. A partir
del presente trabajo con el desarrollo del modelo pitD2RKO se puede

postular que la alteracion del eje de GHRH-GH en los Drd2-/-, con niveles
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séricos de GH muy bajos al nacimiento, que correlacionan con bajo IGF-
| sérico, menor peso corporal y menor talla, es consecuencia de la
ausencia del RD2 a nivel hipotaldmico y que el RD2 hipofisario no estd

involucrado en este eje.

Por otro lado, en roedores existen proteinas indicadores de la
pulsatiidad de GH, como el complejo de proteinas denominadas
proteinas mayores urinarias (MUPs), que son importantes al momento de
determinar deficiencias en GH en modelos experimentales (98). En los
Drd2-- habiamos demostrado un descenso en las MUPs, consistente con
la disminucidon del eje GH-GHRH vy el retardo de crecimiento. En forma
sorprendente, en las hembras pitD2RKO las MUPs estaban disminuidas a
pesar del incremento del peso de los ratones y de no presentar
alteraciones en la talla ni en la longitud femoral. Esto indicaria que, en

este caso las MUPs no eran reguladas por GH.

Las proteinas mayores urinarias son un grupo heterogéneo de
proteinas producidas en el higado que son inmediatamente excretadas
a la orina con un peso aproximado de 20kDa. Pertenecen a la familia
de proteinas lipocalinas; éstas fienen una estructura terciaria compuesta
por un bolsillo hidrofébico en donde se une el ligando. Esta estructura les
confiere a las lipocalinas la habilidad de transportar y unir una variedad
de sustancias lipofilicas, incluyendo d&cidos grasos, colesteroles,
prostanglandinas y feromonas (99). Se ha demostrado que las MUPs se
unen a las feromonas voldtiles, actuando como proteinas
transportadoras de las mismas. En los roedores juegan un importante
papel en el reconocimiento individual, la marca fterritorial y el
comportamiento social (112). Son las proteinas mds abundantes de la
orina y los machos secretan niveles de estas proteinas hasta tres veces

mas altos que las hembras (99).
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Recientemente se ha demostrado que estas proteinas también estdn
involucradas en las respuestas metabdlicas. Por el momento, algunos
autores proponen una relacion entre las MUPs y el metabolismo de la
glucosa y de lipidos. Zhou y col. observaron que ratones que
sobreexpresan MUPs en el higado, presentan una reduccion de la
glucemia y de la intolerancia a la glucosa en modelos de diabetes y por
otro lado, en cultivo de hepatocitos de ratdn se determind que las MUPs
inhiben los programas de gluconeogénesis. Se postula que las MUPs
regularion el metabolismo glucidico aumentando la sensibilidad a
insulina (36). Si bien estas proteinas son sintetizadas en el higado, existen
evidencias de que el musculo esquelético es el tejido metabdlico
blanco donde podrian actuar provocando un aumento de gasto de

energia y un incremento en la senalizacion de la insulina (37).

Los niveles de glucosa circulante son controlados por un sistema
regulatorio complejo para abastecer constantemente al metabolismo
celular, siendo el pdncreas a través de la secrecidon de insulina un
componente esencial de este sistema. El higado también participa en el
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa. Durante la etapa de
absorcidon, la glucosa ingerida es captada por los hepatocitos y
convertida en glucégeno vy lipidos. En la fase post absorcion, los
hepatocitos producen glucosa, que es secretada a la circulacion. Por lo
tanto, la insulina regula la produccidn de la glucosa hepdtica,
principalmente mediante la regulacidon de programas gluconeogénicos
hepdticos. La insulina disminuye la produccion de glucosa hepdtica
mediante la inhibicion de genes claves de la gluconeogénesis. Por ofro
lado, el higado secreta una variedad de proteinas, incluyendo IGF-,
factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF-21) y las MUPs. En modelos
animales de obesidad genética o inducida con la dieta, se vio que los
niveles de ARNm y de proteina de las MUPs en el higado estdn

marcadamente disminuidos (36) (37).
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En forma similar, en nuestro modelo determinamos que las
hembras obesas pitD2RKO presentaron un menor nivel de MUPs, por lo
gue pensamos que esto podria ser un efecto compensatorio del higado
por el gran aumento de contenido graso, o una falla hepdtica por el

aumento de lipidos.

El significado fisioldgico de la PRL en las funciones pancredticas
estd dado principalmente por el aumento de la secrecion de insulina y
de la masa de los islotes durante el embarazo, tanto en roedores como
en humanos. La PRL aumenta la proliferacion de las células beta, la
transcripcion del gen de insulina y la secrecidn de insulina dependiente
de glucosa en los islotes pancredticos (113). En modelos animales de
hiperprolactinemia crénica, se observaron mayores niveles de glucosa y
de insulina. En humanos, tanto hombres como mujeres con
hiperprolactinemia crénica, presentan hiperinsulinemia y respuestas
exageradas en la secrecion de insulina frente a un estimulo de glucosa.
Asimismo, una deficiencia en los receptores de PRL, produce hipoplasia
de células beta y de los islotes, reduccidn de la insulina pancredtica y
alteraciones en la secrecion de insulina como respuesta a la glucosa
(88). Consistente con estos resultados decriptos, en nuestro modelo
pitD2RKO se observd un aumento de los niveles de insulina pancredticos
y una respuesta frente a un estimulo de glucosa levemente alterada,

efectos que podrian ser consecuencia de una hiperprolactinemia.

Por Ultimo las hembras pitD2RKO constituyen un nuevo modelo de
prolactinomas experimentales resistentes a dopaminérgicos. Las
hembras pitD2RKO a los 11 meses de edad presentaron una hiperplasia
hipofisaria con un mayor indice de proliferacion celular (medido con
PCNA) y un aumento en el porcentaje del drea vascular (vasos

marcados con CD31) respecto a las hipdfisis de animales controles.
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La importancia del estudio de los tumores enddcrinos radica en la
necesidad de hallar marcadores moleculares y caracteristicas que
predigan el comportamiento que tendrdn dichos tumores y que
expliquen por qué algunos se vuelven agresivos e invasivos mientras que
otros permanecen adormecidos por anos hasta encontrarlos en forma
casual en las autopsias o en estudios de dreas cerebrales por ofros
motivos ajenos a la funcidn de la hipdfisis. Los adenomas hipofisarios son
en su mayoria benignos, de crecimiento lento con una frecuencia de
metdstasis exiremadamente baja (114). Por lo tanto esta caracteristica
de escasa agresividad es un fendbmeno que por si mismo merece ser
estudiado, para ver qué marcadores los diferencian de otros fumores
mas agresivos y/o malignos. La mayoria de los prolactinomas son
benignos y responden a una terapia con agonistas dopaminérgicos,
pero existen situaciones en las que se observa resistencia a la terapia, o
infolerancia a las drogas, y en consecuencia se generan tumores de
gran tamano gue requieren cirugia, radioterapia o ambas (115). Si bien
no se han identificado mutaciones en el RD2 en adenomas hipofisarios
humanos de lactotropos (116), en prolactinomas resistentes al
tratamiento con agonistas dopaminérgicos hay una disfuncién en los
RD2 (42;117;118).

Los esfuerzos para dilucidar la patogénesis de los prolactinomas
permitirdn en un futuro desarrollar terapias moleculares alternativas o
complementarias para estos casos de resistencia y agresividad. Y este
nuevo modelo experimental presentado en esta tesis doctoral con
alteracion del RD2 a nivel hipofisario nos provee de una herramienta
Unica no solo en el estudio de prolactinomas, sino en particular de
aquellos resistentes a agonistas dopaminérgicos que son los mds

agresivos.

En resumen, hemos disecado fenotipos centrales de periféricos
para el RD2, que en el mutante nulo total Drd2-- aparecian solapados y
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de interpretacion confusa, mediante el desarrollo de una nueva
herramienta bioldgica, ratones mutantes condicionales para el RD2
(PitD2RKO). Asimismo, esta nueva linea de ratones constituye un nuevo
modelo para la investigacion de las funciones metabdlicas de la PRL y

de la patologia de la hiperplasia hipofisaria.

En la segunda parte de esta tesis ampliamos lo estudiado en el

modelo experimental a adenomas hipofisarios humanos.
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Capitulo 2

Adenomas hipofisanos humanos
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Objetivos del Capitulo 2

Los objetivos del Capitulo 2 son:

1) Analizar la expresion de factores angiogénicos y de
proliferacion en distintos tipos de adenomas hipofisarios

humanos.

2) Determinar la presencia o ausencia de nestina en los
adenomas hipofisarios humanos.

3) Realizar correlaciones entre los distinfos pardmetros estudiados.
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Capitulo 2: htoduccion

1. Tumores hipofisarios
La tumorigénesis es un proceso complejo durante el cual el equilibrio

celular se pierde por un aumento en la proliferacién y/o defectos en los
caminos que regulan la apoptosis y la division celular. Los eventos
tempranos en la tumorigénesis suelen originarse como resultado de una
transformacion celular que ocurre en una Unica célula, la cual escapa

de los mecanismos de control de la célula normal.

La mayoria de los tumores hipofisarios crece lentamente a lo largo de
los anos. Se los considera benignos porque no son metastdsicos vy
permanecen dentro de la silla furca aungque también pueden crecer en

forma expansiva hacia los tejidos vecinos.

1.1 Clasificacion

Los tumores de hipdfisis pueden clasificarse teniendo en cuenta su
capacidad funcional (actividad hormonal) y también mediante una
clasificacion anatémica o radiografica segun el tamano del tumor y su

grado de invasion local.

Clasificacion_funcional Se closifican segin la hormona que

producen, como funcionantes si sobreproducen alguna hormona de la
hip&fisis anterior, o no funcionantes, si no existe sindrome clinico

(enddcrino) aparente (Figura 2.1).
Dentro de los distintos tipos de adenomas hipofisarios se encuentran:

Prolac tinomas (PRloma)

Son los tumores hipofisarios mds frecuentes. Una gran mayoria de

estos tumores puede reducirse por el tfratamiento con bromocriptina o
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cabergolina, son drogas que actuan directamente sobre el receptor de
dopamina tanto del lactotropo normal como tumoral determinando la
inhibicion de la sintesis y secrecion de prolactina y del crecimiento de los
lactotropos con la consiguiente reduccion del tamano tumoral. Sin
embargo, algunos pacientes poseen resistencia al fratamiento
dopaminérgico, esto puede deberse a un nUmero reducido de
receptores de dopamina o a fallas en la transduccion de la senal de los
RD2 (42) (43). Si esto ocurre, entonces se recurre al fratamiento
quirdrgico. La cirugia hipofisaria franseptoesfenoidal ha tenido un gran
desarrollo con la infroduccidn del microscopio quirdrgico (119), lo que
posibilitd la extirpacion selectiva de los adenomas hipofisarios con
conservacion de la hipdfisis normal y con baja incidencia de
complicaciones. Esta modalidad quirdrgica permite la normalizacion
endodcrina con frecuente preservacion y hasta mejoria del resto de los
ejes hipofisarios luego de la descompresion tumoral y la reducciéon o
eliminacion del efecto de masa en los macroprolactinomas expansivos
resolviendo la sintfomatologia neuroldgica y oftalmoldgica. Es de suma
utiidad en los casos de intolerancia persistente o de resistencia a los
agonistas dopaminérgicos, y crecimiento tumoral o pérdida visual
durante el tratamiento médico. La via transcraneana es solamente
utilizada para tumores de localizacion extraselar y con expansion fuera

de la linea media.

Los prolactinomas son los tumores hipofisarios mdas asociados a MEN-1
(Neoplasia enddcrina multiple-1). EIl gen MEN-1 fue identificado en el
cromosoma 11g13 y se piensa que es un gen supresor de tumor,
entonces una mutacion de inactivacion causaria el desarrollo de un
tumor. No todos los pacientes con esta enfermedad desarrollan
prolactinomas, lo que sugiere que existiria alguna otra modificacidn en

otro gen para producir el prolactinoma (120). Existen evidencias que los
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prolactinomas en los pacientes con MEN-1 son mds agresivos que

aqguellos espordadicos (121).
Somatotropinomas (GHoma)

Son los adenomas hipofisarios secretores de hormona de crecimiento
(GH). Corresponden aproximadamente al 10-20 % de los tumores
hipofisarios y son los causantes del sindrome clinico de acromegalia. El
exceso de GH resulta en el crecimiento exacerbado de muchos tejidos
a través de la inducciéon del factor de crecimiento insulina simil-I (IGF-I).
El cambio en la velocidad de crecimiento de los tejidos blandos ocurre
muy lentamente y el diagndstico se refrasa por varios anos. Es asi que los
tumores son comUnmente grandes al momento en que son
diagnosticados y ya han producido efectos por compresidn, como

disminucion de la vision.

Alrededor del 30% de los pacientes con adenomas hipofisarios
secretores de GH tienen hiperprolactinemia por cosecrecion de GH vy
PRL, sin embargo la hiperprolactinemia puede ser secundaria a la
compresion de los vasos portales por efecto de masa del tumor, que
impide la llegada de dopamina a los lactotropos en la adenohipdfisis y

la consiguiente mayor liberacion de PRL.
Adenomas mixtos

Los adenomas mixtos son aquellos que poseen algunas células
positivas para GH y ofras positivas para PRL. La intensidad de
inmunomarcaciéon para una u otra hormona generalmente es alta vy
similar para ambas. El porcentaje de células que expresan cada una de
las hormonas es importante; en general se considera que un clon de
células positivas para una hormona pertenece al tumor cuando le
corresponden entre el 15 al 20% de toda la masa tumoral. Si el

porcentaje de células positivas para una hormona es menor al 5% se
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considera que podrian corresponder a células hipofisarias normales
atrapadas por el tumor. Si el porcentaje se halla entre el 5y el 15% es
imprescindible correlacionar el hallazgo con la clinica, los niveles séricos
hormonales y la localizacion de la toma para que se pueda definir su
importancia, dado que no interesaria el porcentaje de positividad de las

células si la muestra fue tomada de un drea de infiltracion extraselar.

Adenomas secreilores de GH y PRL

(mamosomatotropinoma)

Estos adenomas se presentan cldsicamente con acromegalia y
discreta hiperprolactinemia, son aciddfilos y poseen alto porcentaje de
células positivas tanto para GH como para PRL. Es importante que el
porcentaje sea alto, mayor al 50% para cada una de los hormonas,
entfonces asi se puede inferir que ambas hormonas se hallan en la

misma célula.

Adenomas no funcionantes y gonadotropinomas (LIHy FSH)

Los adenomas no funcionantes son el segundo tipo mds comun de
tumores hipofisarios (alrededor del 30 % de los adenomas) y ademdads el
subtipo mds comun de macroadenomas. Los pacientes se presentan en
general con signos de hipopituitarismo y con alteraciones del campo
visual por efecto de la masa tumoral, que a veces comprime el tallo
hipofisario e impide que llegue dopamina a los lactotropos generando
una hiperprolactinemia leve. Muchos de estos tumores expresan la
subunidad alfa de las gonadotrofinas (122) pero no muestran evidencias

de sindromes clinicos.

Ofros adenomas, en cambio producen LH y FSH activas, que

provocan desérdenes menstruales en las mujeres. Estos son en general
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diagnosticados tardiamente por sus efectos mecdnicos que causan

dolores de cabeza, sinfomas visuales y neuroldgicos.

Adenomas secretores de la hommona adenocorticotrofa

(ACTH

Causan el sindrome clinico de la enfermedad de Cushing, con
hiperplasia de adrenales dependiente de ACTH vy altos niveles
circulantes de glucocorticoides. La enfermedad de Cushing es el estado
de hipercortisolismo causado por exceso de secrecion de ACTH. Los
tumores de corticotropos representan aproximadamente el 5-15% de los

adenomas hipofisarios y se observan principalmente en mujeres.

Aproximadamente un 90% de los tumores secretores de ACTH son
microadenomas. De hecho se ha reportado que la resonancia
magnética por imdgenes (RMI) no detecta un 40% de los pacientes con

enfermedad de Cushing activa.

La enfermedad de Cushing es causa del 65-70% de los sindromes de
Cushing. La exposicion cronica al cortfisol enddgeno resulta en
obesidad, diabetes mellitus, hipertension, osteoporosis y cambios en
estados de dnimo como depresidon, manias, ansiedad y disfunciones

cognitivas.

Trotropinomas (ISHoma)

Son raros, representan el 0.5-2% de los neoplasmas de hipodfisis y mds
del 70% de éstos son macroadenomas. Su incidencia es mayor en
mujeres que en hombres. Muestran sinfomas de hipertiroidismo pero con
TSH alta, medida por RIA (38).
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Adenomas de células madre

El diagndstico de este tipo de adenoma requiere de microscopia
electronica, ya que se necesita la ratificacion ultraestructural en la que
es posible observar un tumor con células monomorfas y que
ocasionalmente  poseen caracteristicas  prolactinicas  (exocitosis
ectépica) asociadas a caracteres de células somatotropas (cuerpos
fibrosos citopldsmaticos) y variable grado de transformacion oncocitica
de las células. Estos adenomas suelen tener un comportamiento
bioldgico muy agresivo, son macroadenomas de corto tiempo de
evolucion e infiltracidon extensa, con discreta hiperprolactinemia.
Mediante inmunohistoquimica presentan positividad débil y en bagjo
porcentaje de células tanto para GH como para PRL, y si a estos datos
histopatologicos se le suma la evolucion clinica toérpida, con recividas a
corto plazo y evolucidon fatal en poco tiempo, existiria poca posibilidad
de tratarse de otro adenoma que no fuera un adenoma aciddéfilo de

células madres (123).
Carcinomas hipofisarios

Los carcinomas de hip&fisis son extremadamente raros, por definicion
se consideran carcinomas de hipdfisis a los tumores primitivos de las
células enddcrinas de la adenohipdfisis que dan metdstasis crdneo-
espinales y/o extracraneales. Por lo tanto, lo Unico que diferencia al
carcinoma de un adenoma invasor es la metdastasis. Es importante,
hacer el diagndstico diferencial entre extension intracraneal del tumor y
la metdstasis. Esta Ultima se define como el crecimiento discontinuo o
remoto del tumor. Si bien el mecanismo de diseminacidn no es claro, los
carcinomas de hipdfisis pueden mostrar diseminacion cerebroespinal,

ademds de intra y extracraneal (124).

En los Ultimos 100 anos, se publicaron menos de 50 casos de

carcinomas, y en su mayoria de pacientes femeninos. Se presentaron
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con signos y sinftomas locales y muchos fueron endocrinolégicamente

silentes.
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Estrias Trastornos del suefio
Hguma 2.1: Adenomas hipofisarios y las patologias que desanollan. (Modificada
de (39)).

Clasificacion _anatomica: Dentro de esta clasificacion los

adenomas se categorizan segun cuatro grados (Figura 2.2).

1)

2)

3)

4)

Grado I son microadenomas, lesiones denfro de la pituitaria
qgue miden menos de 1 cm de didmetro. Estos adenomas no

causan ninguna destruccion de la silla turca.

Grado IE adenomas mayores a 1 cm de didmetro, pueden

presentar extension supraselar sin evidencias de invasion.

Grado IIE adenomas que presentan una pequena o gran

invasion local, sin erosion de la silla turca.

Grado IV: tumores ampliamente invasivos y que involucran
estructuras extraselares incluyendo hueso, hipotdlamo y seno

cavernoso.
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Hgura 2.2: Clasificacion de los tumores hipofisaros (Modificada de (125)).

La invasividad de estos tumores estd en discusion. Algunos
sugieren que una significativa invasion local podria ser considerada un
signo de potencial malignidad (126). Sin embargo, los tumores
hipofisarios que invaden la duramadre son relativamente comunes y no
exhiben metdstasis (127). La invasividad podria correlacionar con el tipo
y con el tamano del tumor. Los mds comUnmente invasivos son los
tirotropinomas y los no funcionantes (126). En la actualidad, no se
conoce ningun marcador que prediga un comportamiento de

invasividad.

2. Angiogénesis
Los organos enddcrinos son alfamente vascularizados, poseen un
epitelio fenestrado recubriendo los vasos sanguineos, para una mejor
transferencia de sustancias a través de la pared permeable vascular. El
aporte sanguineo es esencial para las funciones metabdlicas y

enddcrinas de la glandula. Diferencias en concenfraciones séricas de
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diversos factores conducen a alteraciones en la secrecidn de hormonas,
la regulacion de este sistema se produce a través de complejos
mecanismos de retroalimentacion, que tienen que ser rdpidos y

precisos, por lo tanto requiere de un aporte sanguineo eficiente (128).

La gldndula pituitaria, a diferencia de ofros tejidos en donde se ha
estudiado la angiogénesis, tiene doble aporte sanguineo. El principal
aporte sanguineo estd dado por los vasos portales largos, que proveen
un medio de comunicacion entre el hipotdlamo y la adenohipdfisis,
llevando neurotransmisores y otros péptidos hipotaldmicos estimuladores
e inhibidores de la secrecidn y proliferacién de las células de la hipdfisis
anterior. Por su parte, la secrecidén adenohipofisaria alcanza el 16bulo
posterior a través de los vasos portales cortos (Figura 2.3). Los capilares
del sistema porta hipofisario son fenestrados lo que favorece el
infercambio de sustancias con las células enddcrinas de la gladndula.
Pero hay ademds un sistema adicional arterial directo, la hipdfisis recibe

oxigeno y nutri T T ’ rior e inferior

Tercer ventriculo '||I -"‘\_

gue son ramas

Hlpotalamo

\' - \

|___,-

Arteria hipofisaria superior

Tallo hipofisario

Arteria carétida

Vasos portales largos .
interna

Lébulo posterior

* Lobulo anterior

Vasos portales cortos
Arteria

hipofisaria
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Hguma 2.3: Vasculatura de la hipéfisis nonmal. (Modificada de (125)).

La angiogénesis se define como el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos a partir de otfros preexistentes, juega un rol esencial en los
procesos fisioldgicos como ser el desarrollo embrionario, la cicatrizacion
de heridas y el ciclo menstrual. Asimismo, es fambién muy importante en
ciertas patologias, como la arterosclerosis, la artritis, la retinopatia

diabética y la psoriasis (128).

Un drea de investigacion muy estudiada y de gran interés es la
relacion entre la angiogénesis y la biologia de los tumores. Basdndose
en experimentos en lo que tumores implantados en érganos aislados son
incapaces de desarrollarse, mientras que cuando el mismo tfumor es
implantado dentro de un vaso sanguineo, no solo induce angiogénesis
sino que también crece y produce metdstasis, Folkman propuso que
tumores sélidos dependen del proceso angiogénico para crecer y que
este aumento de tamano tumoral requiere de un aumento

correspondiente en su vascularizacion (129).

La angiogénesis (medida como densidad microvascular en el
tumor o DMV) correlaciona con el comportamiento del tumor. En
muchos tumores humanos, incluyendo mama, vejiga y estbmago se vio
gue un aumento en la angiogénesis estaba asociado al desarrollo de
metdstasis (130) (131), peor diagndstico (132) (133) y reducida sobrevida
(134) (135).

La angiogénesis es un proceso complejo, que involucra varias
etapas, por un lado la estimulacion dada por factores pro-angiogénicos
y por ofro la reduccidon de inhibidores angiogénicos. El balance entre

ellos determina el fenotipo angiogénico final del tumor.
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Sin embargo, en los tumores hipofisarios el papel de la
vascularizacion y la angiogénesis es un tema de amplio debate.
Schechter en 1972 reportd que el parénquima de tumores hipofisarios
parecia menos vascularizado que el tejido normal (136). Estudios
siguientes, evaluaron la vascularizacion mediante inmunohistoquimica
para marcadores especificos de endotelio y confirmaron que la DMV de

adenomas hipofisarios era menor que la de la gldndula normal (137).

Esta disminucion de la densidad vascular es inusual en ofros tipos
de tumores, como el de mama y de prostata, que son mds
vascularizados que el tejido normal (130) (133). Dado que existen
lesiones benignas o precancerosas que presentan una mayor
vasculatura que sus tejidos normales, la razdén por la cual los adenomas
hipofisarios son menos vascularizados que la gldndula normal no seria

por su naturaleza de tumor benigno.

Sin embargo, si bien el grado de vascularizacion alcanzado por el
tejido hipofisario tumoral es controvertido, varios estudios han
demostrado que la angiogénesis en los tumores hipofisarios estd
relacionada con el comportamiento y la respuesta tumoral. Diferencias
en angiogénesis entfre distintos tipos de tumores hipofisarios fueron
estudiadas en prolactinomas y se ha visto que los microprolactinomas
son menos vascularizados que los macroprolactinomas (138). Por el
contrario, otros autores han reportado que no hay diferencias entre la
vasculatura de la hipdfisis normal y la de microprolactinomas, pero que
sorprendentemente los macroprolactinomas presentan una menor

densidad vascular (139).

En contraste con lo anterior, no se han observado diferencias en
la DMV entre adenomas de diferentes tamanos secretores de hormona
de crecimiento (GH) (138).
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Con respecto al grado de invasion se ha visto que los
prolactinomas invasivos son significativamente mds vascularizados que
los no invasivos (140) y los macroprolactinomas y tumores secretores de
ACTH con menor densidad vascular tienen mayor probabilidad de

remision por cirugia que los de alta densidad vascular (140).

Otra evidencia importante de la relacion entre angiogénesis y
agresividad tumoral es el hecho de que los carcinomas de hipdfisis
tienen una mayor vascularizacién que los adenomas (141) y por Ultimo
los niveles de ARNm para VEGF, un potente factor angiogénico, son

mayores en los adenomas que en las hipodfisis normales (142).

Dos estudios morfoldgicos en tumores hipofisarios humanos
determinaron la existencia de un aporte sanguineo arterial directo
hacia el adenoma; esto también se confimd en modelos animales
experimentales (143) (144). Estudios mediante microscopia electronica
en prolactinomas, determinaron la presencia de arterias en el 81% de los
casos sin observar angiogénesis en hipdfisis controles. Ademdas, los
tumores con aporte arterial eran de mayor tamano (143). Estos estudios,
corroboran que los adenomas hipofisarios reciben un aporte sanguineo

directo del sistema arterial.

En definitiva no existen afirmaciones concluyentes sobre la
naturaleza portal o arterial de los nuevos capilares formados, y sobre el

papel de la angiogénesis en los adenomas hipofisarios.

2.1 Medidas de angiogénesis

La densidad microvascular (DMV) es una de las medidas mds
utilizadas para el estudio de angiogénesis en distintos tipos de tumores,
determina la cantidad de vasos por drea. La DMV estd estrechamente
relacionada con el comportamiento tumoral, su crecimiento y avance

de metdstasis en cdncer de pulmdn, de mama y de vejiga (145;146).
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Otro pardmetro utlizado como medida de angiogénesis es el
porcentaje de drea vascular. Ambas variables, han sido estudiadas en
diferentes tipos de tumores cuantificando vasos marcados por
inmunohistoquimica con antficuerpos especificos para diferentes
marcadores de endotelio. Los mds utilizados son los anficuerpos contra
el antigeno relacionado al Factor VIII (FVIII), CD31 y CD34 (moléculas de
cluster (grupo) de diferenciacion) y UEA1 (aglutinina-1 de ulkex
eurmpaeus). Estos marcadores difieren en la sensibilidad de detecciéon
del endotelio. CD31 y CD34 son los marcadores mds especificos vy
sensibles, reconocen tanto vasos maduros como nuevos; FVIII marca
vasos grandes pero no reconoce vasos pequenos (147) y UEAT si bien
marca vasos pequenos, fambién reconoce, en el aparato de Golgi de

algunas células neopldsicas (148).

3. Proliferacion
La medida de proliferaciéon celular en tumores se ha usado para

predecir el comportamiento tumoral. Existen numerosos factores
involucrados en los procesos mitogénicos, pero en la actualidad el
marcador mds utilizado es el Ki-67, medido por inmunohistoquimica con
el antficuerpo MIB-1. Ki-67 es una proteina nuclear, de 395 kD, se expresa
a lo largo de todo el ciclo celular (fases G1, S, G2 y M) y estd ausente en
G0, es por esto que permite distinguir células en proliferacion de
aquellas en reposo. La proteina Ki-67 fue definida originalmente por la
deteccion de la misma con el anticuerpo Ki-67, que fue generado
inmunizando ratones con los nUcleos del Iinfoma de Hodgkin. El nombre
se deriva de la ciudad del origen, Kiel, Alemania y el nUmero del pozo

de la placa de 96 que contenia el clon original (149).

Otro antigeno utiizado como medida de proliferacion es el
antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA). En 1978 se

describid un suero autoinmune aislado de pacientes con lupus
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eritematoso sistémico, que era capaz de reconocer un antigeno
nuclear presente en las células proliferantes, este antigeno fue
denominado PCNA. Es una proteina de 36é6kDa, acidica nuclear, no
histonica, que actia como proteina auxiliar de la ADN polimerasa delta,
siendo indispensable para la sintesis de ADN. La expresion de PCNA
comienza en la fase G1 del ciclo celular, alcanza un mdaximo en la fase
S y comienza a disminuir hacia la fase G2/M. Tiene una vida media de
mas de 20 horas y también participa en mecanismos que involucran la

reparacion del dano de ADN.

4. Tumores y Nestina
Nestina es una proteina de filamento intermedio clase VI, de 220

KD, qgue compone el citoesqueleto. Durante muchos anos se creyd que
su expresion era especifica del sistema nervioso, ya que fue identificada
por primera vez en el sistema nervioso central de embriones de rata,
donde se expresa abundantemente (150). Durante el desarrollo
postnatal, la expresibn de nestina en el cerebro se vuelve mads
restringida y se puede encontrar particularmente en el neuroendotelio
inmaduro y en la zona subventricular en células progenitoras en
proliferacion (151) (152) (153). Sin embargo, nestina tfambién se ha
identificado en células progenitoras o células madre de ofros tejidos,
como la dermis, el pdncreas, el higado, células del endotelio vascular
en desarrollo, células estelares activas del cerebro, la retina, el tejido

dental y el foliculo piloso (150).

Recientemente se demostrd la probable existencia de células
madre en hipdfisis de ratones adultos mediante la generacion de
ratones transgénicos que expresan la proteina verde fluorescente bajo
elementos regulatorios del gen de nestina (154). Si bien muchos autores
suponen la participacion de células madre en la génesis de los tumores

de hipofisis, no existen al respecto, datos consistentes en la literatura.
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En este contexto, analizaremos los procesos de proliferacion vy
angiogénesis en prolactinomas y ofros adenomas hipofisarios, y su
relacién con la existencia de células madre en los mismos. Este es un
tema explorado para otros tipos de tumores, habiéndose aislado células
madre en leucemias (155) , mieloma mdultiple y también en tumores
solidos como el cancer de mama (156), de pulmdn (157) y distintos
tumores cerebrales (158). El estudio de células madre en adenomas
hipofisarios resulta interesante para comprender los mecanismos de
generacion de este tipo de tumores y la falta de respuesta a drogas
convencionales en cierfos casos, que podrian explicarse por la
existencia de células madre causantes del crecimiento de la masa
tumoral (159). Por ofro lado, en ciertos tumores y en el proceso de
regeneracion pancredtica se ha relacionado la nestina con la
generacion de nuevos vasos, y en este contexto nuestro interés es
relacionar la nestina con la angiogénesis en los tumores hipofisarios.
Finaimente, el entendimiento de los mecanismos moleculares que
mantienen a las células madre proporcionaria nuevas terapias contra
estas células enfocadas a las vias asociadas a la regulaciéon de la auto-

renovacion y la diferenciacion.
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Capitulo 2: Matenales vy métodos

Pacientes
Las muestras analizadas pertenecen a pacientes del Hospital de

Santa Lucia que fueron derivados a neurocirugia por diagndstico de

tumor hipofisario.

Se dividieron los adenomas de acuerdo a su secrecion hormonal
en somototropinomas, prolactinomas, mixtos, tfirotropinomas,
gonadotropinomas, adenomas secretores de ACTH y adenomas no

funcionantes.

Luego de la cirugia transesfenoidal parte del tejido hipofisario
tumoral fue enviado para su estudio andtomo-patoldégico (como de
rutina) y parte fue fraccionado y colocado en formalina 4% para la
determinacion de marcadores del endotelio vascular o de proliferacion

celular por inmunohistoquimica.

Todos los pacientes fueron informados por el cirujano interviniente
de los estudios que se iban a readlizar, firmando el respectivo
consentimiento. La privacidad del paciente fue siempre preservada. El
Comité de Bioética del Hospital Santa Lucia y del Instituto de Biologia vy
Medicina Experimental aprobaron el uso del Consentimiento Informado

del presente trabagjo.

Las muestras controles fueron compradas en Abcam, Inc., USA.

Inmunohistoquimica

Los tejidos fijados en formalina fueron procesados en forma similar
a lo descripto para ratones en materiales y métodos del capitulo 1. En

este caso los anficuerpos empleados para inmunohistoquimica fueron
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los siguientes: anti Ki-67 (1:200; Santa Cruz Biotechnology), anti CD31
(1:250; Santa Cruz Biotechnology), anti CD34 (1:250; Santa Cruz
Biotechnology) y anti nestina (1:80; Abcam). Todos hechos en conejo,
por lo tanto se utilizd6 como anticuerpo secundario anti-conejo

biotinilado (1:100; Vector).

La angiogénesis se cuantificd como DMV, contando numero de
vasos tenidos con CD31 o CD34 por mm2. También se calculd el
porcentaje de drea marcada, para ello se tomd como 100% al drea
total del tejido y el drea marcada como al drea ocupada por vasos. El
drea se determind por andlisis de imagen con el programa Image J. El
recuento se hizo con fotos tomadas con ocular 40X, y se contaron 5
campos por preparado, y por lo menos 3 preparados por paciente para
cada anticuerpo. Los vasos se dividieron por tamano en dos grupos,

chicos y grandes, menores y mayores a 100 um?2, respectivamente.

El drea ocupada por nestina se calculd como porcentaje del drea
total del tejido, el recuento se hizo con fotos tomadas con ocular 100x,
con el programa Image J, se contaron la cantidad de fotos necesarias

para abarcar todo el corte.

El indice de proliferacion celular se calculdé como porcentaje de
nUcleos positivos para Ki-67 en relacidon a nucleos totales. Se contaron
con el programa Imaje J fotos tomadas con un ocular 100x, la cantidad

de fotos necesarias para abarcar todo el corte.

Analisis estadistico
Se determiné el coeficiente de correlacidon de Speamman para las

distintas variables analizadas vy el test no paramétrico Kmskal Wallis
seguido del post test de Dunn para el estudio de la DMV, el porcentaje
de drea vascular y el tamano de los vasos entre los distintos tipos de

tumores hipofisarios. Para el andlisis de la frecuencia de Ki-67 se utilizd el
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test chi cuadrado para varios grupos. En todos los casos se considerd

estadisticamente significativo un p<0,05.

Capitulo 2: Resultados

Se analizaron un total de 71 muestras tfumorales humanas, 35
adenomas no funcionantes, 17 adenomas secretores de PRL, 11
secretores de GH, 5 de ACTH, 2 mixtos (secretores de GH y PRL), un

gonadotropinoma y 4 muestras controles (Figura 2.1).

1%

3%

B PRoma O GHoma ONF
B Normal E ACTHoma H Mixto
[0 Gonadotropinoma

Hguma 2.1: Distibbucion de las muestras analizadas.
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La edad promedio de nuestro grupo de pacientes fue de 45 anos
+ 13,6 (rango 19 a 70 anos). De las 71 muestras, 44 (62%) pertenecian a
mujeres y 27 (38%) a hombres. El promedio de tiempo de evolucion de

los tumores fue de 3 anos (rango 0,5 a 10 anos).

Se evalubé el indice de proliferacion celular mediante
inmunohistoquimica para Ki-67, la densidad vascular y el porcentaje de
drea vascular con dos marcadores diferentes, CD31 y CD34, y por Ultimo

se analizd la expresion de nestina como marcador de células madre.

Proliferacion

La actividad proliferativa media con Ki-67 fue 2,7 % £ 0,6. EI 71,2 %
de los casos presentaron Ki-67 < 3 %, el 23,1 % presentaron un indice de
proliferacion entre el 3y el 10 %, y el 5,8 % un Ki-67 mayor al 10 % (Figura
2.2).

100 - Ki-67

80 - *
@©
S 60 -
:
D 40 n
LT

0 : B
<2,9% 3-9,9% >10%

Hguma 2.2: Distribucion de los casos segun el porcentaje de células positivas
para Ki-67. N=52. La mayoria de los adenomas presentd un frecuencia de

indice de proliferaciéon menor al 3% (chi cuadrado *p<0,01).

No se observd correlacion del indice de Ki-67 con la edad del
paciente, (p=0,84) ni con el tiempo de evolucidon del tumor (p=0,44).

Entre sexos se vio una tendencia (p=0,07) de un mayor porcentaje de Ki-
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67 en tumores de pacientes mujeres respecto a hombres que no llegd a

ser estadisticamente significativa.

Al analizar el indice de proliferacion promedio para cada fipo
tumoral, no se encontraron diferencias significativas entre los distintos

tipos de tumores (p=0,48; figura 2.3).

_ K-67

%célulaspositivas
O P N W H» O1 OO N O ©

GHoma NF PRLoma

Hgua 2.3: Ki-67 en los distintos tipos de adenomas hipofisaros. NoO se
observaron diferencias en el indice de proliferacion entre los distintos tipos de
adenomas (Prueba de Kruskal Wallis, Ghoma n=9; NF n=27 y PRLoma n= 10,

p>0,48). Las barras indican el promedio y las barras de error E.S.M.

Marcadores de angiogénesis

CD31

No se observaron diferencias en la DMV (n de vasos/mm?2?),
medida a través de la determinacion de vasos CD31 positivos, entre los
distintos tipos de adenomas (p=0,85). Sin embargo, al evaluar el darea
vascular (determinada como drea ocupada por vasos en relacion al
drea total) se observdé una disminucion de la misma en las muestras
tumorales respecto a las hipdfisis normales (p=0,048); esto se podria

explicar por la presencia de un mayor nUmero de vasos grandes
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(0p=0,045, definidos como vasos con drea superior a 100 ym2) con
respecto a los chicos en las hipdfisis normales, contrariamente a lo que

ocurrié en los adenomas (Figura 2.4 A, By C).
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Fgura 2.4: Area y densidad vascular en los adenomas hipofisarios
cuantificados con CD31. A partir de inmunohistoquimica para CD31 se
estudiaron los siguientes pardmetros con un n=4, 15, 5 y 2 para GHoma,
NF, PRLoma vy los confroles respectivamente: A: Densidad vascular
(nUmero de vasos/mm?2), no se observaron diferencias entre los tipos de

adenomas (Prueba de Kruskal Wallis, p>0,85). B Area vascular (% drea de
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vasos/drea total), los adenomas presentan un menor % de drea vascular
respecto a las hipofisis controles (Prueba de Kruskal Wallis, *p<0,048). C:
Relacién del tamano de vasos (% vasos chicos/ % vasos grandes), se ve
una mayor cantidad de vasos chicos en los adenomas respecto a las
muestras controles (Prueba de Kruskal Wallis, *p<0,045). Las barras indican
el promedio y las barras de error ES.M. Las figuras del panel inferior
muestran cortes de hipdfisis en parafina de 4 um, inmunotenidos para
CD31 con DAB, de D: Ghoma, E NF, F PRLoma y G: Hip&fisis normal. Los
nucleos fueron contratenidos con hematoxilina y las fotos fueron tomadas

con objetivo 40x.

CD34

Debido a que numerosos autores postulan que dependiendo de
la eleccion del marcador a utilizar podrian variar los resultados, se
decidid repetir los experimentos con otro marcador de endotelio, el
CD34.

Se encontrdé una correlacidon positiva entre ambos marcadores,
CD31 y CD34, tanto en la determinaciéon de la densidad vascular
(p=4,10E-03) como en el porcentaje de drea vascular (p=1,7E-04; Figura
2.5) y por ende, se obtuvieron los mismos resultados, es decir, no se
determinaron diferencias en la densidad vascular entre los distintos tipos
de adenomas (p=0,90) y se observd una disminucion del drea vascular
en las muestras tumorales respecto a las normales (p=0,05). Esto también
correlaciond con un mayor nUmero de vasos grandes respecto a chicos
en las hipofisis normales (p=0,023), contrariamente a lo observado en los

adenomas (Figura 2.6).
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FHgura 2.5: Conelacion entre CD31 y CD34. Se observd una correlacion positiva
entre ambos marcadores, teniendo en cuenta todos los tipos de adenomas
hipofisarios estudiados, n=19 (Correlacion de Pearson: Densidad vascular

p<4,10E-03 y drea vascular p< 1,7E-04)
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Fgum 2.6: Area y densidad vascular en los adenomas hipofisaros
cuantificados con CD34. A partir de inmunohistoquimica para CD34 se
estudiaron los siguientes pardmetros con un n=6, 18, 10 y 3 para GHoma,
NF, PRLoma y los controles respectivamente: A: Densidad vascular
(nUmero de vasos/mm?2), no se observaron diferencias entre los tipos de
adenomas (Prueba de Kruskal Wallis, p>0,90). B Area vascular (% drea de
vasos/darea total), los adenomas presentan un menor % de darea vascular
respecto a las hipdfisis normales (Prueba de Kruskal Wallis, *p<0,05). C:
Relacion del tamano de vasos (% vasos chicos/ % vasos grandes), se
observa una mayor cantidad de vasos chicos en los adenomas respecto
a las muestras controles (Prueba de Kruskal Wallis, *p<0,023). Las barras
indican el promedio y las barras de error E. S.M. Las figuras del panel
inferior muestran cortes de hipdfisis en parafina de 4 ym, inmunotenidos
para CD34 con DAB, de D: Ghoma, E NF, FE PRLoma y G: Hipdfisis normal.
Los nUcleos fueron contratenidos con hematoxilina y las fotos fueron

tomadas con objetivo 40x.
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Por ofro lado, se evalué la relacidén entre el grado de
vascularizacion y la edad del paciente. Se encontrdé una correlacién
negativa entre la densidad vascular y la edad tanto con CD34 (p=0,01)
como con CD31 (p=0,03), pero no se hallé correlacion entre la edad vy el
porcentaje de drea vascular (p=0,5 y 0,9 para CD34 y CD3]

respectivamente; figura 2.7)
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Fgurma 2.7: Conelacion entre CD34 y CD31 vs edad del paciente. Se observd
una correlacion negativa entre CD34 vy la edad del paciente (Correlacion de
Pearson, n=38 p<0,01), y entre CD31 y la edad del paciente (Correlacion de
Pearson, n=25 p<0,05). En ambos casos se evaluaron todos los fipos de

adenomas hipofisarios estudiados.

Correlacion entre proliferacion y angiogénesis

Los marcadores de proliferacion y angiogénesis no mostraron una
correlacion en nuestro grupo de muestras. El andlisis se hizo tanto para
cada fipo de tumor como para la poblacién estudiada en general. La
densidad vascular, evaluada por CD31 y por CD34, no correlaciond con

Ki-67 (p=0,37 y 0,83, respectivamente). Tampoco se enconird
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correlacion del porcentaje de drea vascular medido con CD31 ni con
CD34 vy el indice de proliferacion celular (p=0,46 vy 0,66

respectivamente).

Nestina

Al andlizar la expresion de nestina, se  encontrd
sorprendentemente ausencia de la misma en las hipdfisis normales y
expresion en un 85% de las hipofisis tumorales (Figura 2.8). La marca de
nestina no se observd en las células tumorales enddcrinas, sino que fue
detectada en los capilares tumorales (Figura 2.9). Es de destacar que no
todos los capilares fueron reactivos para nestina, algunos resultaron
negativos o presentaron marca en algunas pocas células endoteliales, a
diferencia de los marcadores CD31 y CD34 que marcaron

practicamente todos los vasos y células endoteliales.
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Hgura 2.8: Expresion de nestina en los distintos tipos de adenomas hipofisarnos
humanos. A partir de inmunohistoquimica para nestina se estudid su expresion
en los distintos tipos de adenomas con un n=6, 13, 7 y 3 para GHoma, NF,

PRLoma vy los controles respectivamente. No se observaron diferencias de
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expresion de nestina entre los distintos tipos de adenomas, pero si de todos los

grupos respecto a las hipodfisis normales (Prueba de Kruskal Wallis, *p<0,05).

E._._

Hguma 2.9: Nestina en adenomas hipofisanos humanos. Se muestran
inmunohistiquimicas representativas de tejidos en parafina y marca de
nestina con DAB, de A y B Nestina en un tumor NF, fotos fomadas con
objetivo 40x. Se observa marca alrededor de los vasos. C: la misma
muestra con mdas aumento, objefivo 100x. D: Nestina en un PRLoma,

también se localiza en los vasos, foto tomada con objetivo 100x. B
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Nestina en un GHoma, objetivo 100x y F. Hipdfisis normal, no se observa
marca de nestina, objetivo 100x. Los nucleos fueron contratenidos con

hematoxilina.

No se encontrd correlacion entre el drea marcada con nestina y
la edad de los pacientes (p=0,21), ni con el indice de proliferacion
medido con Ki-67 (p=0,9). La marca de nestina correlacioné de manera
negativa con el tiempo de evolucion de los adenomas (p=0,03; Figura
2.10).
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Hgum 2.10: Conelacion Nestina vs tiempo de evolucion del adenoma
hipofisario. Se observé una correlacion negativa entre la expresion de nestina y
el tiempo de evolucion tumoral (Correlacion de Pearson, n=10 p<0,03). Se

evaluaron todos los tipos de adenomas hipofisarios muestreados.
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Capitulo 2: Disc usion

En esta Ulima parte de la tesis estudiamos la angiogénesis en
adenomas hipofisarios humanos, tomando en consideracion nuestros
resultados en el modelo experimental, en el cual habiamos descripto un
incremento en el drea vascular. La angiogénesis, es decir, la formacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya existentes, tiene un rol
muy importante en diversos procesos fisiologicos, como el desarrollo
embrionario, la ovulaciéon y la cicatrizacion de heridas. En los Ultimos
anos se ha avanzado en el conocimiento de estos mecanismos, sobre
todo en las vias de senalizacidon y su regulacion, y se ha profundizado

sobre el papel de la angiogénesis en el crecimiento tumoral.

La mayoria de las neoplasias se caracterizan por presentar un alto
nivel de DMV, considerando que la vasculatura es esencial para el
crecimiento del tumor y el desarrollo de metdstasis. Los adenomas
hipofisarios, contrariamente, son en su mayoria benignos, de
crecimiento lento con una frecuencia de metdstasis extremadamente
baja. Sin embargo, su caracteristica de escasa agresividad no excluye
la participacion de la angiogénesis durante su desarrollo. También en
otros tumores en estadios tempranos, como las lesiones benignas o
precancerosas de gldndula mamaria y cérvix, se observa un incremento
de la vascularizacion respecto a los tejidos normales, lo que demuestra
gue la generacion de nuevos vasos no es un determinante exclusivo de
malignidad (160).

En la literatura se ha descripto que los adenomas hipofisarios
tienen menor DMV que la gldndula normal, y se sugiere que factores
inhibitorios de la angiogénesis podrian estar involucrados (160;161)
(128;138).
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Nuestros resultados indican que no hay una diferencia de la DMV
entre los distintos tipos de adenomas hipofisarios, asi como tampoco
entre los adenomas y las muestras controles, al contrario de lo que otros
autores han publicado, en donde se describe una mayor DMV en la
gldndula normal (141). Este resultado coincide con el obtenido en

nuestro modelo experimental, pitD2RKO.

Pero, describimos una diferencia del porcentaje de drea vascular,
siendo ésta significativamente menor en las hipdfisis tumorales respecto
a las normales. Contrariamente a lo que ocurrid en los prolactinomas de
las hembras pitD2RKO, en donde se observd un aumento de este
porcentaje respecto al control. Varias pueden ser las explicaciones para
estas diferencias. Por empezar la diferencia de especie, pero, y creemos
que mads relevante, en los humanos estudiomos adenomas
monoclonales, mientras que en los ratones el adenoma responde a un

hiperplasia generalizada de la hipofisis.

A raiz de este resultado en los adenomas humanos, decidimos
analizar si habia una diferencia en el tamano de los vasos, y
encontramos que los adenomas hipofisarios presentan un mayor
porcentaje de vasos chicos que de grandes, mientras que en las hipofisis
normales ocurre lo opuesto, esto se traduce en un tamano promedio de
vaso superior en las hipofisis normales. A diferencia de otros autores,
hemos obtenido los mismos resultados utilizando dos marcadores
potentes de vasos, CD31 y CD34.

Concluimos entonces, que si bien no hay una diferencia en la
DMV, o sea en la cantidad de vasos por drea, el drea vascular es
inferior en las muestras tumorales en comparacion con las normales, y
esto es debido a una mayor cantidad de vasos chicos en las hip&fisis
tumorales. Esta mayor proporcion de vasos chicos, seria el indicio de un

incremento de angiogénesis en relacion a la gldndula normal. Estos
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resultados serian consistentes con la hipdtesis de Tume r que sugiere que
para la formacién de adenomas hipofisarios es necesario el proceso de

angiogénesis, aun en esta gldndula tan vascularizada (162).

Por otfro lado, encontramos una correlacion negativa entre la
DMV vy la edad del paciente, tanto con CD31 como con CD34. Esto estd
de acuerdo con otros trabajos en modelos animales de conejo y rata,
en donde se determind que el desarrollo de nueva vasculatura
disminuye significativamente con la edad de los animales (163). Tumer y
c ol demostraron también una correlacién negativa entre edad y DMV,
evaluada con CD31 y con UEAI en tumores secretores de GH (140),
mientras que Nweio y col han encontrado una correlacién positiva
enfre edad y DMV en adenomas hipofisarios humanos (160). Finalmente,
ofros autores describieron una ausencia de correlacion entre estos dos
pardmetros (164). Estos resultados en conjunto demuestran la existencia

de una alta heterogeneidad de las muestras de tumores y pacientes.

Existen pocos casos en la literatura que muestren una asociacion
de la DMV con el sexo (164), nosotros no encontramos diferencias en la

DMV entre sexos en nuestro grupo de tumores hipofisarios.

La ausencia de correlacidon entre el indice de proliferacion
medido con Ki-67 y la DMV que observamos en las muestras analizadas,
estd de acuerdo con datos publicados en la literatura (165). Los
resultados en conjunto sugieren que la angiogénesis y la proliferacion
son procesos que ocurren bajo diferentes mecanismos de regulacion.
Esto significaria que el grado de proliferacion de un adenoma no estd
estrictamente limitado por su irrigacion, sino que dependeria también
de la alteracion patogénica que lo origind. En ofro tipo de tumores
como el de mama y el cancer colorrectal también ha sido descripta la
ausencia de correlacion entre estos dos pardmetros (131;166). Tumer y

colaboradores identificaron sin embargo, una relacion positiva entre la
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DMV vy la proteina antiapoptética bcl-2, sugiriendo una relacion entre
angiogénesis y apoptosis. Es decir que la angiogénesis pareceria
relacionarse mds a la prolongacion de la vida del tumor que a su

capacidad proliferativa.

Nuestros resultados confirman que la actividad proliferativa de la
mayoria de los adenomas hipofisarios es baja, menor al 3%. En nuestro
grupo de pacientes, la actividad proliferativa media fue de 2,7% similar
a la observada por otros autores (167) (168) (169). Sin embargo un 5,8%
de los adenomas hipofisarios pueden considerarse atipicos, con un Ki-67

mayor al 10%.

No hemos hallado una relacion entre el indice de proliferacion
celular y la edad del paciente o el grado de vascularizacion. Respecto
a esto, hay autores que han reportado una relacion inversa entre estas
dos variables sdélo en adenomas secretores (170), y ofros autores
describen que los adenomas de pacientes menores de 50 anos tienen
mayor actividad proliferativa. Sin embargo, también se ha publicado
una mayor actividad proliferativa en pacientes mayores a 65 anos (171).
Estos datos en su conjunto revelan nuevamente la heterogeneidad de

los adenomas.

No observamos diferencias en el indice de proliferacion entre los
distintos tipos de adenomas. Si bien observamos un indice superior en
PRLomas, éste no fue significativo. En particular debemos mencionar
que 12 de los 13 eran macroprolactinomas, lo que podria haber influido
en el resultado. Ofros autores han reportado un aumento de
proliferacion significativo en PRLomas. Ademds, al igual que otros
trabajos, no encontramos asociacion entre una mayor proliferacion en

adenomas funcionantes comparada con los no funcionantes (170).

Siguiendo con la busqueda de un marcador molecular que

prediga el comportamiento tumoral evaluamos la expresion de nesting,
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proteina expresada en precursores celulares indiferenciados en tejidos
en formacioén. Krylyshina y col reportaron por primera vez expresion de
nestina en hipdfisis normales e investigaron su expresidon en hipofisis de
rata, sin demostrar colocalizacion de esta proteina con ninguna
hormona de la pituitaria (150). Se he thauer y col describen resultados
similares a los obtenidos en este trabajo, ausencia de nestina en
muestras no tumorales, aunque dicen detectar expresion de la misma
en algunos cortficotropos (172). Nosofros no observamos marca de
nestina en células enddcrinas, sino en el endotfelio vascular y en el
intersticio celular. En relacion a esto, se ha demostrado expresion de
nestina en dreas pericapilares, mds especificamente en los pericitos.
Marca de nestina en pericitos también fue descripta en el pdncreas
(173) y recientemente se demostrd la importancia de los pericitos en la
angiogénesis (174). Nuestros resultados indican que la expresion de
nestina en adenomas hipofisarios humanos no es un indicador de la
actividad endodcrina, ni de la proliferacion del tumor, ya que la
inmunomarcacioén de nestina no correlaciond con el indice de Ki-67, y
fue similar en los distintos tumores secretantes, sin embargo podemos
decir que es un marcador tumoral ya que su expresidon es alta en los
adenomas respecto a las hipdfisis normales, y que tendria relacion con

el desarrollo de vasos.

A diferencia de lo que ocurre con CD31 y CD34, la marca de
nestina no se observd en todos los vasos. Una posible explicacion de
esto, podria ser que nestina se expresa Unicamente en las zonas de
angiogénesis y no en el endotelio quiesciente. Apoyando esta teoriq,
Sugawar y col sugieren que nestina se expresa en celulas endoteliales
tumorales durante el crecimiento del tumor, es decir, durante la
angiogénesis (175). Asimismo, Scheithauer y col proponen a nestina
como marcador de la neovascularizacion en adenomas hipofisarios,

basdndose en sus resultados en donde describen expresidn de nestina
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en nuevos vasos después de producir un infarto en la gldndula pituitaria
(176). Por otro lado, es interesante destacar que en nuestro grupo de
muestras, la marca de nestina disminuia con los anos de evolucion del
tumor, quizds indicando que la neovascularizacion era necesaria para
la formacion del adenoma. Ademds, nestina es utilizada como
marcador de célula madre en diversos tejidos, y su transiente expresion
podria significar la presencia de poblaciones celulares progenitoras en
la vasculatura de la hipdfisis. Hacen falta mds investigaciones sobre la

neovacularizacion y las células madres en hipofisis.

En conclusién, nuestro trabajo demuestra que si bien los
adenomas hipofisarios son menos vascularizados que la gldndula
control, hay un aumento de vasos chicos que podrian estar
relacionados a una neovascularizacion. Este dato se ve apoyado por la
expresion diferencial de nestina en adenomas hipofisarios e hipodfisis
controles. Por otro lado el proceso de angiogénesis de los adenomas no
estd estrictamente relacionado con su grado de proliferacion, sino que
podria aumentar la sobreviva celular. Proponemos ademds que la
nestina podria ser un marcador en el estudio de la patologia de los
adenomas hipofisarios humanos, ya que es una prueba, junto con el
aumento del porcentaje de vasos chicos en los tfumores, de la presencia

de angiogénesis en los adenomas hipofisarios.
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Conclusion genemal

Los tumores hipofisarios, son adenomas no metastdsicos, que
poseen diversas caracteristicas hormonales, citoldgicas y proliferativas.
La incidencia dentro de la poblacion en general, basdndonos en el
diagndstico radioldgico y postmortem, es de un 15-20%, sin embargo se
cree que existe ofro porcentaje de adenomas silenciosos no
diagnosticados. Dentro de todos los tumores intracraneales, los
hipofisarios representan el 10%, y los secretores de PRL o mixtos
(secretores de GH y PRL) son las mds frecuentes, con una incidencia
mayor en mujeres respecto a hombres. Los prolactinomas usualmente se
dividen en tres grupos, los microprolactinomas (<10 mm de didmetro),
los  macroprolactinomas (>10 mm de diametro) y los
macroprolactinomas con invasion extraselar. Los prolactinomas invasivos
son capaces de comprimir el quiasma optico y causar danos a la altura
del hipétalamo y el tecer ventriculo, muy pocas veces llegan a ser
metastdsicos y verdaderos carcinomas hipofisarios son muy raros. En
general responden a la terapia farmacoldégica con agonistas
dopaminérgicos pero un porcentaje de pacientes es intolerante a las
drogas, resistente desde un comienzo o se vuelve resistente con el
transcurso del tiempo. En estos casos, una nueva alternativa terapéutica
como por ejemplo el blogueo de factores angiogénicos resultaria
alentadora dado que los prolactinomas resistentes se vuelven en su

mayoria invasivos y deben ser extirpados.

Existen dos hipdtesis que podrian explicar la formaciéon de
prolactinomas: una desregulacion de la dopamina o una mutacion
local somdtica. Diversos trabajos apoyan la teoria de que el desarrollo
de prolactinomas resistentes a dopaminérgicos, estd causado por la

pérdida del control inhibitorio de dopamina. Ejemplo de ello son los
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ratones transgénicos con delecion del Drd2 como modelo experimental

de prolactinoma.

En el presente tfrabajo, hemos desarrollado ratones con delecion
del Drd2 Unicamente en los lactotropos hipofisarios. Es decir, un nuevo y
original  modelo de prolactinomas resistentes a  agonistas
dopaminérgicos. Para ello, hemos desarrollado ratones mutantes
incapaces de expresar el gen de RD2 (Drd2) selectivamente en
lactotropos. Para ello, generamos ratones transgénicos que expresan la
recombinasa Cre bajo el confrol transcripcional del promotor de
prolactina de ratén (Prl-Cre) y luego los cruzamos con ratones mutantes
condicionales para el gen del RD2 (Dnd2fexifox), Esta nueva linea de
ratones con mutaciones nulas de Drd2 restringidas a lactotropos fue
denominada pitD2RKO.

Por otro lado, estudiamos la participacion de la PRL en el
metabolismo en nuestro nuevo modelo. Los ratones pitD2RKO no
presentaron retardo de crecimiento, contrariamente a lo observado en
ratones mutantes totales del RD2 (Drd2--) y los distinfos parametros
asociados al eje de la hormona de crecimiento (GH) fueron normales.
Esta observacion indica que la ausencia de RD2s de los lactotropos
hipofisarios no es responsable del déficit severo presente en el eje de GH
de los ratones Drd2--, y responde uno de nuestros objefivos que
planteaba determinar si el RD2 hipofisario era el que participaba en el

retardo de crecimiento en los Drd2-/-

Sin embargo, encontramos sorprendentemente, que las hembras
pitD2RKO presentaron un aumento considerable de la ingesta de
alimento y de su peso corporal a partir de los 90 dias de edad,
postulamos la participacion de los elevados niveles cronicos de

prolactina en este evento.
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Las hembras pitD2RKO a los 11 meses de edad presentaron una
hiperplasia hipofisariac con un mayor indice de proliferacién celular
(medido con PCNA) y un aumento en el porcentaje del area vascular
(vasos marcados con CD31) respecto a las hipdfisis de animales
controles, determinanado de este modo la validez del modelo

experimental como prolactinoma resistene a agonsitas dopaminérgicos.

Finalmente, ampliamos el estudio a adenomas hipofisarios
humanos, y de manera interesante, observamos un aumento en la
proliferacion celular y en la angiogénesis de los adenomas respecto a
las hipdfisis controles, tema de gran controversia en la literatura, donde
se han publicado aumentos o disminucion de la vascularidad en los

adenomas hipofisarios.

En resumen, hemos disecado fenotipos centrales de hipofisarios
para el RD2, mediante la generaciéon de una herramienta bioldgica
novedosa, que a su vez es de gran utilidad para el estudio de
prolactinomas y de las funciones de la PRL en el metabolismo. Por otro
lado, aportamos nuevos resultados sobre el rol de la angiogénesis en el
desarrollo de adenomas hipofisarios que podrian facilitar las decisiones
terapeuticas en aquellos pacientes que no responden a la terapia

convencional.
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