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Participacion de los receptores no clasicos de estrogenos y progesterona

en la funcidn lactotropa normal y patoldgica

El rol mitogénico de los estrégenos, actuando sobre sus receptores clasicos ERa y ERB
sobre los lactotropos, se encuentra bien documentado en la bibliografia. Sin embargo,
se desconocia hasta el momento el rol del GPER sobre la funcién lactotropa. Por otro
lado, el rol de la progesterona (P4) en la funcién normal y patoldgica del lactotropo es
aun controversial. Postulamos que esta controversia puede deberse al uso de distintos
modelos animales con diferentes entornos hormonales y a los receptores de P4
involucrados en las acciones de la misma. En los ultimos afios ha sido descripto un grupo
de receptores de progesterona de membrana (mPRs), asociados a efectos rapidos, no
gendmicos, de la P4. Los mPRs (mPRa, -B, -y, -6 y -€) pertenecen a la familia de
receptores de progestinas y adiponectinas (PAQR) y son receptores de 7 pasos
transmembrana acoplados a proteinas G. Hasta el presente se desconoce la
participacién de los mismos en la regulacidn ejercida por P4 sobre el lactotropo. En el
presente trabajo, demostramos que los mPRs se encuentran expresados en hip&fisis,
siendo mPRa y mPRp los de mayor expresion. Llamativamente, un gran porcentaje de
células adenohipofisarias mPRa-positivas resultaron ser también prolactina (PRL)-
positivas (lactotropos). En busqueda de la funcién de los mPRs en lactotropos,
demostramos con el uso de un agonista selectivo de mPRa/B: Org OD 02-0 (10-etenil-
19-norprogesterona), que la activacion de mPRa inhibe la secrecidn de PRL (in vitro, ex
vivo e in vivo). Estudiamos las vias de sefalizacidn intracelulares implicadas luego de la
activacion especifica de mPRa describiendo un mecanismo novel mediado por TGFB1,
un potente inhibidor de la funcién lactotropa. Por otra parte, sabiendo que P4 actua
también a nivel hipotalamico, estudiamos la expresién y funcionalidad de los mPRs en
la liberacién de dopamina (DA). Nuestros resultados muestran una notable participacién
de dichos receptores (altamente expresados en hipotalamo) estimulando la secrecién
de DA, el factor inhibitorio por excelencia de la sintesis y secrecién de PRL.
Caracterizamos también la participaciéon de los mPRs hipofisarios en condiciones
patoldgicas. Encontramos, en tres modelos de prolactinoma (ratas DES, ratones hCGp+

y ratones Drd2KO), que, si bien la expresién de los mPRs se encontraba disminuida



respecto a sus contrapartes WT, la proporcidon relativa de mPRs respecto al total de
receptores de P4 se encontraba significativamente incrementada en los prolactinomas.
De hecho, un tratamiento agudo con Org OD 02-0 (in vivo y ex vivo) en ratones hembra
Drd2KO fue capaz de reducir los elevados niveles de PRL en este modelo experimental

de prolactinomas resistentes.

Finalmente, observamos en el modelo experimental de prolactinoma generado en ratas
tratadas cronicamente con estrégenos (ratas DES), que un tratamiento con P4 (4
semanas) solo revertia los parametros tumorales en aquellas hembras previamente
ovariectomizadas (OVX). Esto podria deberse: i- al aumento significativo en la expresion
hipofisaria de mPRa y mPRp frente a una OVX (estudiamos la regulacidn que ejercen los
esteroides ovaricos sobre la expresidn hipofisaria de los mPRs); ii- a que, como ya fuera

mencionado, P4 inhibe PRL via mPRs.

Otro hallazgo interesante de este experimento fue la observacién de que hembras que
habian sido previamente OVX desarrollaban tumores de mayor tamafio (OVX-DES)
respecto a las ratas intactas con tratamiento DES. Estos resultados nos llevaron a evaluar
como se modificada la expresién de receptores clasicos y no cldsicos de estrégenos
luego de una OVX. Describimos por primera vez en la literatura la expresién y funcién
del receptor de estrégenos acoplado a proteina G (GPER) en lactotropos. Ensayamos su
regulacién por estrégenos y progesterona, asi como la alteracidon de su proporcidn
frente a una ovariectomia, sugiriendo la implicancia de GPER en efectos proliferativos

de los estrégenos en hembras OVX.

Palabras clave: progesterona, receptores, estréogenos, hipdfisis, prolactina



Participation of estrogens and progesterone non-classic receptors in

normal and pathological function of lactotrophs

The role of estradiol (E2) in the development of prolactinomas has been extensively
studied mainly through its classical receptors ERa and ERB. However, the involvement
of the G-protein coupled estrogen receptor (GPER) in E2-actions on the lactotroph
population remains unknown. On the other hand, the role of progesterone (P4) on the
function of normal and pathological lactotrophs remains controversial. This controversy
is related to the use of different animal models but most likely, for the P4-receptor type
involved in its actions. Besides the classic nuclear receptors (nPRs), a novel group of
membrane progesterone receptors (mPRs) involved in rapid non-genomic P4 actions
was described in the last years. The mPRs (subtypes a, -B, -y, -6 y —€) belong to the
progestin and adipoQ receptors family (PAQR) and correspond to 7-transmembrane G-
protein coupled receptors. They have been previously described in many cell types (e.g.
gametes, lymphocytes) but the functions of these receptors in the pituitary gland
remains unknown. In the present study, we demonstrated that all mPRs are expressed
in the anterior pituitary gland, with mPRa being the most abundant. Interestingly, about
60% of the mPRa-positive cells were also prolactin (PRL)-positive cells (lactotrophs),
suggesting a role for this receptor in this cell-type population. In fact, with the use of
Org OD 02-0, an mPR specific agonist with no nPR activity, we demonstrated that the
activation of mPRa with Org OD 02-0 in vitro, ex vivo and in vivo inhibits PRL secretion.
Regarding the intracellular signaling pathways behind this mPR action on lactotrophs,
we found a novel mechanism mediated by the activation of Transforming Growth Factor
B1 (TGFB1), a known inhibitor of lactotroph function. Also, as P4 was described to act
on the pituitary indirectly through the hypothalamus, the expression of mPRs in
hypothalamic tissue and their role on dopamine (DA) released were examined. Our
results showed that mPRs were highly expressed in the hypothalamus where they
mediate P4-stimulation of DA, the main inhibitor of PRL synthesis and secretion. In

addition, we studied pituitary mPRs under pathological conditions. In three different



models of prolactinoma (DES rats, hCGB+ mice and Drd2KO mice) we found reduced
mPRs expression in the tumoral pituitaries compared to normal ones. However, the
relative of proportion of mPRs (respect to total P4 receptors) was found significantly
increased in tumoral pituitaries. In fact, an in vivo treatment with Org OD 02-0 (in vivo
and ex vivo) reduced PRL levels in female Drd2 KO mice demonstrating a rapid effect

mediated by mPRs.

Finally, in the DES-rats model (chronically treated with estrogens) we found that a
treatment with P4 (4 weeks) prevented the tumor formation only in rats previously
ovariectomized (OVX). This may be explained due to: i- the increased expression of
mPRa y mPRB in OVX rats compared to control rats and ii- the P4 inhibitory effect on

PRL mediated by mPRs in the rat pituitary.

Another interesting finding from this experiment was the observation that OVX rats
displayed larger prolactinomas with higher hiperprolactinemia than intact control rats
(OVX DES vs. DES). With these results we next explored if the expression of classical
and/or non-classical estrogen receptors after an OVX. In the last chapter of the thesis,
we described for the first time the expression and function of GPER in lactotrophs, its
regulation by estrogens and progesterone and after an OVX, suggesting a role for GPER

in estrogen proliferative effects in OVX rats.

Key words: progesterone, pituitary, prolactin, estrogens, receptors
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INTRODUCCION GENERAL

Sistema neuroendocrino

El sistema neuroendocrino estd formado fundamentalmente por dos estructuras
principales: el hipotdlamo y la hipdéfisis. Ambas forman una unidad funcional capaz de
regular la produccién hormonal para adaptarse a las necesidades del organismo

(Kaprara & Huhtaniemi, 2018).

El hipotdlamo es una estructura encefdlica que forma parte del centro
neuroendocrino primario de regulacion hormonal y que se relaciona mediante
numerosas vias nerviosas a otros centros encefdlicos tales como el tdlamo, el
hipocampo, la amigdala, el septum, la formacion reticular, el quiasma dptico, el bulbo
olfatorio e incluso zonas de la corteza cerebral como la corteza prefrontal y la olfatoria.
Sin embargo, es a través de su intima relacién con la hipdfisis como regula la
homeostasis interna, el crecimiento y la reproduccidn, y permite por lo tanto la

supervivencia de la especie.

La hipdfisis o glandula pituitaria es una estructura pequefia (de
aproximadamente 0,5 g en el hombre) que se encuentra en una posicion protegida entre
el paladar y la base del encéfalo en un espacio dseo llamado silla turca del hueso
esfenoides. Esta conformada por dos lébulos, el [6bulo anterior y el I6bulo posterior.
En el 16bulo anterior o adenohipdfisis, a nivel histolégico encontramos tres zonas
caracteristicas: la pars distalis que constituye el 80% de la glandula, la pars intermedia
la cual estda formada principalmente por los melanotropos los cuales secretan la
hormona melanocito-estimulante (MSH), y la pars tuberalis, presente Unicamente en
vertebrados tetrapodos.

La pars distalis esta compuesta por células secretoras que pueden clasificarse segun la
hormona que secretan en:

e Somatotropas: secretoras de GH;
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e Lactotropas: secretoras de prolactina (PRL);

e Corticotropas secretoras de adenocorticotrofina (ACTH);

e Tirotropas: secretoras de tirotrofina (TSH); y

e Gonadotropas: secretoras de hormona foliculo estimulante (FSH) y hormona

luteinizante (LH).

Otro tipo celular presente en la pars distalis son las células foliculo estrelladas, no
secretoras de hormonas, pero que sintetizan numerosos factores con funciones
autocrinas y paracrinas (Horvath & Kovacs, 2002; Inoue, Couch, Takano, & Ogawa,
1999).

A diferencia de los anteriores, el l6bulo posterior o neurohipdfisis presenta
caracteristicas bastantes disimiles. Se origina en el piso del diencéfalo y constituye un
organo neurohemal. Se puede subdividir anatdmicamente en: la eminencia media,
conectada directamente con el hipotalamo; el tallo infundibular, que junto con la pars
tuberalis forman el tallo hipofisario; y la pars nervosa, formada por las terminales
axonicas de neuronas cuyos cuerpos neuronales se encuentran en los nucleos
hipotaldmicos paraventricular y supradptico. Estas neuronas sintetizan las
neurohormonas oxitocina y vasopresina, las cuales son almacenadas en la pars nervosa

y finalmente secretadas frente a estimulos especificos.

Eje hipotalamo-hipdfisis

El hipotadlamo sintetiza y secreta numerosos factores que controlan la funcidn
hipofisaria, alcanzando la glandula mediante los sistemas porta de la eminencia media
y del Iébulo posterior. Fibras hipotaldmicas provenientes de neuronas cuyos cuerpos se
encuentran en el nlcleo arcuato, el area predptica, supradptica y paraventricular llegan
a la eminencia media estableciendo estrecho contacto con el plexo capilar de la arteria
hipofisaria superior dando origen al sistema porta primario de vasos largos. En este
contacto, las neuronas liberan sus neurohormonas a la sangre portal. Los vasos largos
conducen estas neurosecreciones a través del tallo hipofisario hasta los capilares
fenestrados del I6bulo anterior de la adenohipdfisis, los que establecen contacto intimo
con las células endocrinas (Ver esquema en la Figura 1). Este sistema portal permite una
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comunicacion fluida y directa entre el hipotalamo y la hipdfisis. (Akmayev & Popov,
1977; Takeuchi et al., 2013). Estos  vasos, conteniendo la  secrecion final
adenohipofisaria, posteriormente abandonaran la hipodfisis por la vena hipofisaria

anterior.

Neuronas de nucleos
supraopticoy
paraventricular

Anatomia

Neuronas de nucleos dorsal medial,
ventral medial e infundibular

Tallo

Infundibulo
Eminencia

media

Plexo capilar primario

Arteria hipofiseal superior

Arteriainferior hipofiseal

ParsDistalis
ParsNervosa
Plexo capilar
secundario
Células * Hormonas producidas en &l
. Hty liberadasen lapars
endocrinas kit
secretoras Hormonas e stimulantes o
inhibideresproducidas en el
Ht
, Hormonas producidas en la
Vena parsdistalis
colectora

Figura 1 — Unidad funcional hipotalamo- hipofisis.

Fuente: Harrison’s Principles of Internal Medicine, 18th Edition.

Hormona prolactina (PRL)

Al igual que la hormona del crecimiento (GH) y el lactégeno placentario (PL), la PRL
forma parte de una familia de hormonas que comparten caracteristicas relacionadas con

su estructura, propiedades funcionales y origen genético. De naturaleza peptidica, la PRL
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es sintetizada y secretada principalmente en la adenohipdfisis por los lactotropos, y en
menor proporcidn en los somatolactotropos. Sin embargo, se ha observado sintesis
extrahipofisaria de esta hormona en otros tejidos u drganos tales como la glandula
mamaria, el utero, la placenta y, en forma ocasional, en ciertos tejidos malignos.

Si bien su nombre indicaria que la principal funciéon de la hormona es la de
PROmover la LACTancia; dadas sus multiples acciones se la considera una hormona
pleiotrépica. La prolactina participa en la regulacion de numerosos procesos
metabdlicos como ser el crecimiento y el desarrollo, la reproduccién, la
osmorregulacion, la inmunomodulaciéon y el comportamiento (Bole-Feysot, Goffin,
Edery, Binart, & Kelly, 1998; Freeman, Kanyicska, Lerant, & Nagy, 2000; Goffin et al.,
1999; Grattan, 2015).

La secrecidn de prolactina esta afectada por numerosos estimulos, tanto externos
como internos. La succién es el estimulo externo de mayor importancia. Muchos
estimulos son traducidos por el hipotalamo, el cual elabora y secreta hacia la hipdfisis

una serie de factores liberadores o inhibidores de la secrecién de PRL.

Regulacién de PRL

3 DOPAMINA

La Dopamina® (DA) es el principal factor inhibitorio de la secrecién de PRL. La
secrecidn adenohipofisaria de esta hormona esta tonicamente inhibida por los sistemas
dopaminérgicos tuberoinfundibular (TIDA), tuberohipofisario (THDA) y periventricular-
hipofisario (PHDA), cuyos cuerpos neuronales se encuentran en el hipotalamo medio
basal y sus terminales nerviosas en la eminencia media (sistema TIDA) y en la pituitaria
posterior (sistemas THDA/PHDA) (DeMaria, Lerant, & Freeman, 1999). La DA liberada

por estas neuronas accede a la adenohipdfisis a través de los vasos portales largos y

! La Dopamina (DA) es la catecolamina mds abundante en el cerebro. Actlla como neurotransmisor y
neuromodulador en la regulacién de diferentes funciones en el sistema nervioso central y ejerce su accion
por union a receptores especificos de membrana
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cortos, inhibiendo la secrecidn de prolactina mediante su interaccién en los lactotropos,
con receptores dopaminérgicos de tipo D2. Existen multiples mecanismos por los cuales

la DA inhibe la secrecion de PRL.

Como se ilustra en la Figura 2, luego de su interaccién con los receptores D2, en

la membrana de los lactotropos, a los pocos segundos DA es capaz de aumentar la

conductancia de potasio e inactivar los canales de calcio sensibles al voltaje, lo que
resulta en una hiperpolarizacidon de la membrana plasmdtica e inhibicién de la liberacién

de PRL. Dentro de un lapso de minutos a horas, DA suprime la actividad de la enzima

adenilato ciclasa, disminuye los niveles de AMPc y afecta la activacion de PKA,

inhibiendo la expresion del gen de PRL (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001).

Figura 2 — Diagrama de los mecanismos involucrados en la regulacion dopaminérgica
de la sintesis y secrecién de prolactina en células lactotropas. Tomado de (Ben-
Jonathan & Hnasko, 2001)

Luego de varios dias la DA reduce el tamafio y la tasa de proliferacion de los

lactotropos.
A su vez, la PRL es capaz de regular su propia liberacidn al actuar sobre el sistema

dopaminérgico del hipotalamo. El aumento de PRL produce un aumento en la actividad
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de las neuronas del sistema TIDA, mayor liberacién de DAy por lo tanto, disminucidn en
la liberacion por parte de los lactotropos (DeMaria et al., 1999). Segun estudios
electrofisioldgicos, la prolactina es capaz de inducir un aumento de hasta cuatro veces
mayor en la tasa de disparo de las neuronas TIDA en tan sélo segundos (Brown, Piet,

Herbison, & Grattan, 2012; Lyons, Hellysaz, & Broberger, 2012; Romano et al., 2013).

Si bien el principal control de la secrecidon de PRL es inhibitorio, éste se encuentra
balanceado por diversos factores estimuladores, algunos liberados por el hipotalamo,
como el péptido intestinal vasoactivo (VIP), la hormona liberadora de tirotropina (TRH)
y la oxitocina; otros extra-hipotaldmicos como serotonina y noradrenalina, y otros
provenientes de drganos periféricos, como los estrégenos ovdricos (Freeman et al.,

2000).

3 ESTROGENOS

Los estrégenos ovaricos son indudablemente uno de los mas importantes
reguladores de la secrecidon de prolactina durante los diferentes estadios fisioldgicos.
Actuan como potentes estimuladores de todas las funciones del lactotropo a diferentes
niveles: (i) a nivel hipofisario, aumentan la sintesis de prolactina por activacion génica
(Lieberman et al., 1981), inducen una marcada proliferacién de los lactotropos (Kansra,
Yamagata, Sneade, Foster, & Ben-Jonathan, 2005; Nolan & Levy, 2009b) y modifican la
sensibilidad a diferentes activadores e inhibidores fisioldgicos de la secrecion de PRL (De
Lean & Labrie, 1977; Raymond, Beaulieu, Labrie, & Boissier, 1978; West & Dannies,
1980); (ii) a nivel hipotalamico, los estrégenos regulan indirectamente la secrecién de
prolactina inhibiendo la actividad de las neuronas TIDA (DeMaria, Livingstone, &
Freeman, 2000). Estas acciones son particularmente importantes durante el ciclo
reproductivo y la prefez. Un tratamiento in vivo con estradiol suprime la expresion de
tirosina hidroxilasa 2 (TH) (Blum, McEwen, & Roberts, 1987) y su actividad (Pasqualini,
Guibert, & Leviel, 1993), y reduce la secrecién de DA al sistema portal-hipofisario

(Cramer, Parker, & Porter, 1979a) facilitando la secrecién de PRL. Sumado a la regulacién

2 Enzima responsable de catalizar la conversidon del aminodcido L-tirosina a dihidroxifenilalanina (DOPA);
precursor de la dopamina
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de la secrecion de PRL, el estradiol también regula las respuestas celulares a prolactina.
En cerebro, en general se corrobora que las neuronas que expresan el receptor de PRL
también expresan el receptor cldsico de estréogenos a (ERa) (Furigo et al., 2014); y el
estradiol es capaz de regular la expresion del receptor de PRL en estas neuronas (Lerant
& Freeman, 1998).

Las acciones estrogénicas son claramente contrarias a las de la dopamina, y del

balance entre ambos factores depende en gran parte la regulacién de los lactotropos.

3 OTROS FACTORES

A su vez, también existe una regulacién paracrina y autocrina de la funcién de los
lactotropos mediada por una gran variedad de factores intrahipofisarios. Alguno de los
mecanismos autocrinos reportados corresponde a la PRL misma, VIP, galanina,
endotelina y diversos factores de crecimiento tales como: TGF-a, TGF-B1, TGF-B3 y FGF-
2. Especificamente en el caso de VIP y galanina, estos mecanismos contribuyen a una
fuerte auto-estimulacidn que se evidencia en la alta sintesis constitutiva de PRL por los
lactotropos en cultivo, donde los mismos estdn libres de regulacidon exdégena (Denef,
2008). TGFB1, en cambio, es un factor autocrino inhibitorio de la sintesis y secrecién de

prolactina y de la proliferacién celular.

Todos estos mecanismos de regulacion mencionados convergen
simultaneamente sobre los lactotropos, y a su vez sensibilizan la regulacidn por otros
factores. El balance entre todos ellos determinara la actividad secretora y proliferativa
final de estas células en una condicidén y momento determinados. Esta regulacidn fina 'y
la participacion de tantos factores no resultan Ilamativas si se tiene en cuenta que los
lactotropos, a diferencia de la mayoria de las células adenohipofisarias que son
generalmente quiescentes, mantienen en la adultez una alta tasa de proliferacién.
Ejemplo de ello son el incremento en el nimero de lactotropos durante el estro, la
prefiez y la lactancia. El correcto funcionamiento de estos mecanismos resulta de suma
importancia para mantener la homeostasis de la glandula, dado que la proliferacién
descontrolada de los lactotropos resulta en la formaciéon de prolactinomas, los

adenomas hipofisarios mas frecuentes.
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Tumores hipofisarios

Los tumores hipofisarios son las lesiones intracraneales mas frecuentes. En
nuestro pais representan actualmente el 10-15% de todas las neoplasias intracraneales
primarias (Albiero et al., 2010), presentando un pico de incidencia mas temprano en
mujeres (20-45 afos) respecto de hombres (35-60 afios) (Kontogeorgos, 2005; Kovacs,

Horvath, & Vidal, 2001).

La mayoria de los tumores hipofisarios crece lentamente a lo largo de los afios.
Se los considera benignos porque muy raramente desarrollan metastasis. En general
permanecen dentro de la silla turca aunque también pueden crecer en forma expansiva
hacia los tejidos vecinos, y estos tumores, aunque invasivos, no se consideran malignos,
incluso cuando hay invasién de duramadre. Se definen como verdaderos carcinomas
s6lo en presencia de metastasis craneo-espinal y/o sistémica, y éstas son raras, con una
incidencia de menos del 0,5% de los tumores hipofisarios (Adriana Seilicovich et al.,

2005).

La clasificacion de los tumores hipofisarios distingue aquellos tumores
hiperfuncionantes que producen un aumento en la secrecién de alguna hormona
pituitaria. Dentro de esta clasificacion se encuentran los prolactinomas (adenomas
secretores de prolactina), (Kontogeorgos, 2005), los corticotropinomas,

somatotropinomas, gonadotropinomas y los tirotropinomas.

Los tumores hipofisarios no funcionantes se caracterizan por la ausencia de
clinica derivada de la hipersecrecion hormonal y su sintomatologia es debida

principalmente al efecto de masa.

A su vez, existen otras clasificaciones de acuerdo con el tamano y extensién del
adenoma: tumores de 10 mm o menores en didametro son considerados
microadenomas, mientras que macroadenomas son aquellos de mas de 10 mm (Arafah

& Nasrallah, 2001).
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Prolactinomas

Los prolactinomas son los tumores hipofisarios mas frecuentes en la clinica
(alrededor de un 40%), y se caracterizan por presentar hiperplasia e hipertrofia de
lactotropos y una secrecién excesiva de PRL. Las concentraciones de prolactina en
sangre tienden a correlacionar con el tamafo del adenoma, y aun microadenomas

secretan suficiente prolactina como para generar una hiperprolactinemia.

La incidencia de los prolactinomas varia con la edad y entre los sexos, siendo mds
frecuentes en mujeres que en hombres en la segunda y tercera década de vida (periodo
fértil), mientras que, luego de los 50 anos no hay diferencias entre los sexos (Colao et

al., 2003).

En general las mujeres presentan microprolactinomas al momento del
diagnéstico, mientras que en los hombres es mds frecuente la presentacion de
macroprolactinomas que tienden a ser mas agresivos. Estas diferencias estan
relacionadas con la deteccidén precoz en las mujeres, debido a que las manifestaciones
clinicas de la hiperprolactinemia (amenorrea, galactorrea, infertilidad) son mas
evidentes y llevan a una consulta médica temprana. En los hombres en cambio, la
galactorrea es rara y los sintomas de hipogonadismo como consecuencia de la secrecion
excesiva de PRL, tales como impotencia y disminucién de libido, suelen ser ignorados o

de consulta médica mas tardia.

Terapias actuales

Debido a que la DA es el principal factor hipotaldmico inhibitorio de la
proliferaciéon y funcién del lactotropo, las terapias actuales para los prolactinomas
involucran un tratamiento farmacolégico con agonistas dopaminérgicos (Ej:
Bromocriptina, Cabergolina). A pesar de que en general existe una buena respuesta a
estos agonistas dopaminérgicos, aproximadamente un 20% de los tumores no
responden al tratamiento, y se consideran prolactinomas resistentes. Para estos casos

no existen terapias médicas alternativas al dia de la fecha, siendo la Unica alternativa de
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tratamiento la extirpacion del tumor mediante wuna compleja cirugia
transeptoesfenoidal o transcraneal con los riesgos para el paciente y los altos costos
para los sistemas de salud que eso implica. En el caso de tumores con elevado indice de
crecimiento, en los cuales falla la cirugia o presentan recidivas post quirurgicas, se lleva

a cabo un tratamiento con radioterapia.

Participacion de esteroides sexuales en el desarrollo de
prolactinomas

3 Estrogenos

Esta bien documentado en la literatura el rol mitogénico de los estréogenos sobre los
lactotropos. En ratas de ambos sexos, un tratamiento crénico con estréogenos genera
una hiperplasia hipofisaria y un aumento de la secrecidn de prolactina en las primeras
dos semanas de tratamiento, que luego deriva en un prolactinoma. Los estrégenos
actuan en el hipotalamo disminuyendo la actividad de neuronas dopaminérgicas (L A
Arbogast & Hyde, 2000), y en los lactotropos, inhibiendo la actividad de los receptores
D2 (Ferland, Labrie, Euvrard, & Raynaud, 1979; Raymond et al., 1978) y estimulando
directamente la proliferacién celular, la expresion génica de PRL y su secrecidn (Ben-

Jonathan & Hnasko, 2001; Freeman et al., 2000); entre otras acciones reportadas.

Paradéjicamente, acciones anti-mitogénicas de los estrégenos han sido también
reportadas en lactotropos (S Gutierrez et al., 2010; Silvina Gutierrez et al., 2008, 2012;

Kawashima et al., 2002).
Es probable que dicha controversia en la literatura dependa de varios factores como

ser: (i) la duracidn del estimulo, (ii) el subtipo e isoforma del receptor involucrado vy (iii)

la localizacion subcelular del mismo.
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RECEPTORES DE ESTROGENOQS

Los estrégenos son capaces de estimular la secrecidn de prolactina y la proliferacion
de células lactotropas a través de ERa. Sin embargo, claros efectos pro-apoptdticos (S
Zarate et al., 2009) y anti-mitogénicos (S Gutierrez et al., 2010; Silvina Gutierrez et al.,
2008, 2012) de los estréogenos en hipdfisis han sido comprobados recientemente
mediados por ERa localizado en la membrana celular (mERa). Ademas, la mayoria de las
células adenohipofisarias que expresan ERa co-expresan el receptor clasico de
estrégenos beta (ERB), complejizando aun mas el estudio de los efectos de estradiol
mediados por los ERs en la glandula hipofisaria. Se ha reportado que ERP inhibe la
proliferacion celular adenohipofisaria (Perez et al., 2015) mediante un mecanismo dado
principalmente por el aumento del supresor tumoral PTEN y la disminucién de la ciclina

D1 (Perez et al., 2018).

Por otra parte, estudios en los ultimos afios han logrado identificar a un nuevo
receptor de estrégenos acoplado a proteina G (GPER) involucrado en efectos répidos,
no gendmicos, de los estrégenos (Barton et al., 2018; De Francesco et al., 2017; Fredette,
Meyer, & Prossnitz, 2018; Maggiolini & Picard, 2010; Zimmerman, Budish, Kashyap, &
Lindsey, 2016)

Inicialmente, se propuso que GPER colaboraba con la sefializacién de mERa. Sin
embargo, la especificidad de funcidn del GPER fue comprobada en células de cancer de
mama que no expresaban ERs (E J Filardo, Quinn, Bland, & Frackelton, 2000; Edward J
Filardo, 2002; P Thomas, Pang, Filardo, & Dong, 2005) y estudios en el ratén transgénico
knock-out (KO) para GPER sugirieron un rol clave de este receptor en la regulacion del

metabolismo, la tolerancia a la glucosa y el crecimiento dseo (Sharma & Prossnitz, 2016).

Respecto a su distribucion en los tejidos, GPER se expresa de forma ubicua, incluidos
cerebro e hipodfisis en rata y ratén (Brailoiu et al., 2007; Hazell et al., 2009; Rudolf &
Kadokawa, 2013) pero se desconoce su distribucién en los tipos celulares de la

adenohipdfisis y su funcidn bioldgica en la fisiologia (y patologia) de los lactotropos.
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3 Progesterona (P4)

La progesterona (P4) es una hormona esteroidea de 21 carbonos perteneciente a la
familia de los progestagenos. Entre sus multiples acciones, resulta de particular
importancia durante la prefiez siendo requerida para el desarrollo de un ambiente
uterino que resulte de soporte para la implantacién y formacién de la placenta, y en la
mamogénesis y posterior lactogénesis de la hembra durante los periodos neo y perinatal
de sus crias (Byrns, 2014; Wu & DeMayo, 2017). La principal fuente de produccién de
progesterona es el cuerpo liteo ovdrico formado luego de la ovulacidn. Las acciones de
la progesterona afectan a distintos drganos y tejidos incluidos el cerebro, mama, utero,
ovario y cérvix (Graham & Clarke, 1997); y son pleiotrdpicas dependiendo del tejido y el
tipo celular involucrado.

En general, P4 actia como un factor proliferativo o de supervivencia en diversos
tejidos como ser ovario (Goyeneche, Deis, Gibori, & Telleria, 2003), glandula mamaria
(Berg, Dharmarajan, & Waddell, 2002) y endometrio (Bedaiwy et al., 2015). Sin embargo,
la bibliografia acerca del rol de la progesterona en hipdfisis es contradictoria. Algunos
trabajos realizados en tumores hipofisarios experimentales han asignado un rol
protector de la progesterona sobre la proliferacion en hipdfisis. Es asi como en ratas con
prolactinomas generados por tratamiento crénico con estrégenos, un co-tratamiento
con P4 antagoniza los efectos proliferativos de los estrégenos sobre el lactotropo y la
secrecién de PRL, disminuyendo el tamafio del tumor y la PRL sérica (Brann, Rao, &
Mahesh, 1988; Heinzlmann & Koves, 2008; G G Piroli et al., 2001).También en este
modelo de prolactinoma, se observé que P4 reduce los niveles de factores proliferativos
como VIP y galanina, ambos estimulados por E2 (Heinzlmann, Koves, & Nagy, 2010; G G
Piroli et al., 2001).

Otros trabajos, por el contrario, implican a la P4 en roles proliferativos a nivel
hipofisario:

1. En estudios in vitro se ha descripto que P4 antagoniza el efecto permisivo de los

estrégenos sobre la apoptosis de lactotropos y somatotropos inducida por TNF-

o durante el ciclo estral (Candolfi et al., 2005).
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2. Ratones transgénicos que sobre expresan hCGB y tienen elevados niveles
circulatorios de P4, generan una marcada hiperplasia de lactotropos con altos
niveles de PRL sérica (Ahtiainen et al., 2010).

3. Enelmodelo de ratones deficientes en receptor dopaminérgico tipo 2 (Drd2 KO),
las hembras generan prolactinomas a lo largo de su vida por ausencia de
inhibicidn sobre el lactotropo. La ovariectomia en las hembra Drd2 KO impide el
desarrollo de la hiperplasia hipofisaria. Sin embargo un reemplazo con estradiol
Unicamente resulta insuficiente para restaurar la formacion de prolactinomas
que se observa en los ratones con ovarios intactos (Hentges & Low, 2002), por lo
que se deduce que otros factores ovdricos son también indispensables para la

formacién del tumor, y el candidato mas directo seria la progesterona.

Aparentemente, el efecto proliferativo de la progesterona podria observarse sélo en
presencia de valores fisioldgicos (y no farmacoldgicos) de estradiol (Ahtiainen et al.,

2010).

Ademas de los efectos directos sobre la hipdfisis, P4 también actia a nivel
hipotaldmico, sobre las neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas antagonizando
el efecto de los estrégenos. Se observé que la sintesis de TH, la enzima principal y
limitante en la biosintesis de dopamina, disminuye significativamente en hipotdlamos
de ratas estrogenizadas. Sin embargo, un co-tratamiento con P4 restaura los valores
hipotaldmicos de esta enzima, y, en consecuencia, la sintesis de dopamina (L A Arbogast
& Ben-Jonathan, 1990; L A Arbogast & Voogt, 1993; Gerardo G. Piroli, Grillo, Ferrini, Lux-
Lantos, & De Nicola, 1996).

Por otra parte, no habia sido estudiado (ni habia sido considerado hasta el presente)

la participacién de diferentes tipos de receptores de progesterona en la regulacion

ejercida sobre el lactotropo en hipé&fisis y el hipotdlamo.
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RECEPTORES CLASICOS Y NO CLASICOS DE PROGESTERONA

Los efectos fisioldgicos mds estudiados de P4 estdn mediados por proteinas
intracelulares con actividad de factores de transcripcidén, conocidas como receptores
cldsicos o nucleares de progesterona (nPRs). Existen dos isoformas de nPRs: PR-A y PR-
B, que derivan de un Unico gen con promotores alternativos (Sahlin, Masironi, Akerberg,
& Eriksson, 2006). Estas isoformas pueden ejercer diferentes funciones sobre el mismo
tipo celular. Ademas, la relacion PR-A/PR-B varia en diferentes tejidos, determinando la
especificidad de respuesta de P4 (Mulac-Jericevic & Conneely, 2004) sugiriendo que la
expresion diferencial de ambas isoformas es critica para una respuesta celular
adecuada.

Ademas de los efectos cldsicos gendmicos de los receptores nucleares, en los
ultimos afios se ha obtenido evidencia de que la progesterona es capaz de iniciar
acciones rapidas a nivel de la membrana celular (por lo general no-gendmicas) en una
gran variedad de tejidos reproductivos. Los candidatos propuestos a mediar dichas
acciones son los receptores de membrana de progesterona (mPRs) y los componentes
de membrana del receptor de progesterona (Pgrmcs).

Los mPRs fueron inicialmente descriptos en ovarios de peces por el Dr. Thomas
y Ssu grupo, quienes demostraron la participacién de los mismos en la maduracion
meidtica de ovocitos de trucha marina inducida por progesterona. Subsecuentemente,
los mPRs se encontraron en otros animales, incluyendo a humanos, conformando una
nueva familia de receptores esteroideos.

Estos receptores incluyen al menos 5 subtipos (mPRa, -B, -y, -6 y —€) y pertenecen
a la familia de receptores de 7 pasos transmembrana de progestinas clase Il (PAQR).
Presentan una afinidad elevada (Kd ~ 5 nM) y especifica, una tasa de asociacién répida
y una limitada capacidad de unidén a progesterona. mPRa (PAQR7) es el subtipo mas
representado y mejor caracterizado en mamiferos. Un resumen de las vias de activacion

de sefiales mediadas por mPRa se encuentra esquematizado en la Figura 3.
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Figura 3 - Resumen de las vias de sefializacién activadas por progesterona a través de mPRa.
Tomado de (Peter Thomas, 2008) (1-8). Las vias de mPRa 1-4, 6,7 son mediadas a través de la
activacion de una proteina G inhibitoria, la via 5 de mPRa es mediada a través de una proteina G
olfatoria (Golf). Via 1. Activacion de Erk (Erkl, Erk2) en oocitos de Atlantic croaker durante el final
de la maduracion, y en células MDA-MB-231 transfectadas con mPRa de trucha marina y mPRa y
mPRp de zebrafish. Via 2: Activacion de MAPK p38: sensible a PTX a través de los mPRs en miocitos
humanos resultando en la fosforilacidn de la cadena liviana de la miosina. Via 3: Activacidn de Akt
en oocitos de Atlantic croaker durante la etapa final de maduracién probablemente mediado por
mPRa, resultando en la estimulacién de la actividad de una fosfodiesterasa. Via 4: Niveles
disminuidos de AMPc: sensible a PTX en la trucha marina en la etapa final de maduracion de los
oocitos, en células MDA-MB-231 transfectadas con mPRa de trucha marina o de origen humano, en
miocitos humanos via mPRa y mPRB, y en células Jurkat via mPRa. Via 5: Niveles incrementados de
AMPc en espermatozoides de Atlantic croaker a través de mPRa. Via 6: Potenciacion de la
transactivacién de PR-B a través de mPRa y mPRB en miocitos humanos. Via 7: Down regulacion de
la expresion del coactivador SRC2 a través de mPRa en miocitos humanos. Via 8: Aumento
intracelular de la concentracién de calcio, a partir de los depdsitos internos de calcio en células CHO
transfectadas con mPRa ovino. PM: membrana plasmatica, NE: envoltura nuclear, ER: reticulo
endoplasmatico.

Los Pgrmcs (de: “Progesterone receptor membrane component”), incluyen dos
isoformas estructuralmente muy similares: Pgrmcl y Pgrmc2. Pertenecen a la familia de
receptores de membrana asociados a progesterona (MAPR) y presentan diferencias en
cuanto a su expresion y funcién en mamiferos. Por ejemplo, Pgrmcl ha sido descripto
como el mas abundante en la fase proliferativa del ciclo menstrual en mamiferos,
mientras que Pgrmc2 ha estado asociado principalmente a la fase secretoria del ciclo

(Intlekofer & Petersen, 2011; Ryu, Klein, & Zanger, 2017).
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La proteina simple transmembrana Pgrmcl (PM 26 ~28 kDa) fue purificada por
primera vez del higado porcino y luego su ADNc fue subsecuentemente clonado de fibras
musculares lisas de cerdo y de una gran variedad de tejidos por diferentes
investigadores. Presenta una afinidad moderadamente alta a progesterona (2 a 10 veces
mayor que a testosterona o glucocorticoides) y puede unir otras moléculas tales como
el grupo hemo, metabolitos del colesterol y proteinas. Al igual que Pgrmcl, Pgrmc2
posee un dominio transmembrana con homologia a Src que puede activar segundos

mensajeros (Ryu et al., 2017).

A pesar de que en un principio se postularon a los Pgrmcs como un tipo de
receptor de progesterona, actualmente se propone que no actuan de forma
independiente, sino que requieren de la formaciéon de complejos multiproteicos con
mPRa para su correcta localizacién y funcionalidad dentro de la célula (Aizen et al., 2018;

Peter Thomas, 2008; Peter Thomas, Pang, & Dong, 2014).

Si bien existe vasta evidencia de que la progesterona es capaz de iniciar acciones
rapidas no gendmicas a través de los receptores no cldsicos en diferentes tejidos, no
existen al momento estudios concretos que demuestren el rol de estos receptores en la

glandula hipofisaria.
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Hipdtesis y objetivos

& HIPOTESIS

Basados en estos antecedentes, nuestra hipdtesis de trabajo es que la respuesta final a

los esteroides sexuales en la funcién de lactotropo dependerd en gran medida de la
expresion y proporcion de receptores en la glandula hipofisaria donde no sélo participan
los receptores clasicos sino también los no clasicos, tanto en condiciones fisioldgicas

como patoldgicas.

@ OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente trabajo, por lo tanto, es dilucidar la participacion de los
receptores no clasicos de estrégenos y progesterona en el control de la funcién

lactotropa tanto a nivel hipofisario, como a nivel hipotalamico, evaluando situaciones

fisioldgicas y patoldgicas.
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MATERIALES Y METODOS

Drogas

Los compuestos quimicos utilizados en esta tesis fueron comprados en su
mayoria a Sigma-Aldrich, excepto el dietilestilbrestol (DES) adquirido en Pharma S.A
(Argentina) y el agonista del receptor de membrana de progesterona, el 10-etenil-19-
norprogesterona comercializado por la empresa Axon Medchem (Holanda) bajo el
nombre de Org OD 02-0 (Kelder et al., 2010). El agonista (G1)® y el antagonista de GPER
(G36)* (Bologa et al., 2006; Dennis et al., 2011) fueron donados generosamente por el

Dr. Aiello de la Universidad Nacional de La Plata.

Células GH3

El clon de células GH3, establecido en Julio de 1965 por A.H. Tashjian vy
colaboradores (Bancroft & Tashjian, 1970; Tashjian, Bancroft, & Levine, 1970) es una
linea celular somatolactotropa derivada de un tumor hipofisario desarrollado en ratas

de la cepa Wistar Furth por tratamiento crénico estrogénico.

Animales

Los animales utilizados en esta tesis fueron criados en el bioterio del Instituto de
Biologia y Medicina Experimental (IByME) de acuerdo con las normas dictadas por la
Guia para el Cuidado y Empleo de Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de
Salud de Estados Unidos de América (NIH 8th ED. 2010, NRC, USA) y con las normas
establecidas por el Consejo Directivo de la Comunidad Europea en noviembre, 2010
(2010/63/UE). Los animales se mantuvieron a 22°C con un fotoperiodo de 12 horas de
luz (7:00—19:00 hs) y 12 horas de oscuridad, y ventilacion permanente. Se les suministré

alimento balanceado (Gepsa Feeds, Grupo Pilar) y agua ad libitum.

3 G1 es una dihidroquinolina substituida, con gran afinidad y selectividad para GPER.
4 G36 es un antagonista de segunda generacién con mejorada selectividad y menor margen de efectos
off-target en ERa y ERP respecto al primer antagonista descripto para GPER, G15.
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Modelos animales

1. RATAS HEMBRA ESTROGENIZADAS (RATAS DES)

Ver descripcion del modelo en: Capitulo 2 paginas 89 y 90.

2. RATONES TRANSGENICOS KNOCKOUT PARA EL RECEPTOR DOPAMINERGICO D2

(DrD2 KO)

Ver descripcién del modelo en: Capitulo 3 pagina 106.

3. RATONES HCGB+

Ver descripcion del modelo en: Capitulo 3 paginas 106 y 107.

4. RATAS OVX

Ver descripcion del modelo en: Capitulo 2 pagina 89.

Tratamientos in vivo

Tratamiento agudo con progesterona

Ver metodologia descripta en: Capitulo 1 pdagina 80, Capitulo 2 pdginas 95-97 y
Capitulo 3 péaginas 128, 133 y 134.

Tratamiento agudo con estradiol

Ver metodologia descripta en: Capitulo 2 paginas 95-97 y Capitulo 3 paginas 128,
133y 134.
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Tratamiento cronico con DES 'y P4

Ver metodologia descripta en: Capitulo 2 paginas 89-91.

Grupos OVX, OVX DES, OVX DES P4, OVX P4

Ver metodologia descripta en: Capitulo 2 paginas 89-91.

Tratamiento in vivo con Org OD 02-0

Para evaluar la potencialidad de Org OD 02-0 como un posible farmaco
terapeutico para el tratamiento de la hiperprolactinemia, se llevé a cabo un ensayo in
vivo con el agonista de mPRs en ratones hembra Drd2KO. Se utilizaron hembras Drd2KO
de 8 meses de edad, las cuales fueron anestesiadas de forma tal de evitar el incremento
en los niveles de PRL debido al estrés del animal durante el tratamiento. Al cabo de 15
minutos de anestesia se tomd una muestra de sangre (niveles basales) de la vena de la
cola considerada tiempo 0. Se inyectaron los animales con Org OD 02-0 (15 mg/kg, sc) o
aceite de ricino (vehiculo) y a los 15 minutos mds tarde se tomaron nuevamente
muestras de sangre de la vena de la cola (dun bajo anestesia). A los 30 minutos los

animales fueron sacrificados colectandose sangre troncal.

Ensayos ex vivo

Dada la complejidad del sistema hipotalamo-hipofisario; algunos experimentos
fueron realizados en hipdfisis incubadas ex vivo con diferentes estimulos con el fin de
evitar efectos indirectos via hipotalamo. El uso de explantes mantiene la estructura de
la matriz extracelular del tejido, la comunicacidn paracrina y las uniones intercelulares

intactas, todos procesos involucrados en la comunicacion célula-célula.

Para llevar a cabo estos ensayos ex vivo, las adenohipdfisis extraidas fueron

recolectadas en 500 pl de Dulbecco Eagle’s Modified Medium (DMEM) suplementado
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con 15 % v/v de suero de caballo, 2.5 % v/v de suero fetal bovino y gentamicina (20
pg/ml) estéril y luego llevadas al incubador a 37° con flujo de CO; al 5% para mantener
al tejido en condiciones simil-fisioldgicas. Luego de “lavar” las adenohipodfisis con DMEM
suplementado fresco, seccionamos con bisturi los explantes en pedazos mas pequeiios,

e incubamos con diferentes estimulos.

Ensayos ex vivo con P4y el agonista especifico de mPRs Org OD 02-0

e RATA

Explantes hipofisarios fueron incubados con progesterona (P4) 100nM, o con el

agonista especifico de mPRa, 10-etenil-19-norprogesterona Org OD 02-0 en DMEM sin
suero (vehiculo) durante 1 hora a 37°C en incubador con flujo constante de CO;.
Finalizado el tiempo de tratamiento, los medios secretados y los fragmentos de tejido
fueron colectados hasta las posteriores determinaciones de PRL sérica por

Radioinmunoanalisis (RIA) (Figura 4).

Explantes hipotaldmicos de ratas hembras SD en diestro al momento del

sacrificio, fueron recolectados e incubados ex vivo con Org OD 0-02 y P4 (100 nM) con
las mismas condiciones descriptas anteriormente. Luego del periodo ensayado de
incubacién, se guardaron tanto los medios como los hipotalamos a -70°C hasta las
posteriores determinaciones de dopamina por Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia

(HPLC).

e RATON
Mediante un abordaje similar, hipdéfisis de ratones hembra Drd2KO y controles
salvajes (wild type, WT) de 8 meses de edad fueron incubadas con Org OD 02-0 (100 nM)
en DMEM sin suero (vehiculo) durante 30 min a 37°C. Luego, los medios secretados y
los fragmentos de tejido fueron colectados hasta las posteriores determinaciones de

TGFB1 por ELISA (DY1679-05, R&D Systems), y prolactina por RIA.
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Figura 4 — Disefio experimental de ensayos ex vivo con explantes
hipofisarias e hipotaldmicos de rata

Ensayos ex vivo con E2 y el agonista y antagonista de GPER

Explantes hipofisarios fueron pre-incubados con el antagonista de GPER (G36,

10°M) o con Etanol (vehiculo, 10°M) durante 30 min a 37°C, y luego con vehiculo,
estradiol (E2, 100 nM) o el agonista de GPER (G1, 100nM) durante 15 minutos a 37°C
(Figura 5). Luego de finalizado el ensayo, los fragmentos adenohipofisarios y el medio
secretado de cada pocillo fueron recolectados para las posteriores determinaciones de

PRL por RIA en los medios colectados
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Figura 5 — Esquema del disefio experimental del ensayo ex vivo con E2, G2 y G36 en explantes
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ENSAYOS IN VITRO

Cultivo de células GH3

Para el cultivo de las células GH3 (ATCC® CCL-82.1™) en el laboratorio, se utilizd
medio Dulbecco modificado (DMEM) suplementado con 10 % v/v de suero fetal bovino
(Natocor, Cérdoba), 10 % v/v suero de caballo (Internegocios, Buenos Aires), 1 % v/v
glutamina, 1 % v/v aminoacidos esenciales (MEM), 1 % v/v Penicilina/Estroptomicina y

1 % v/v Anfotericina B, en solucion y ajustado a un pH=7.4.

Fraccionamiento subcelular

Para obtener fracciones de membrana plasmatica y citoplasmaticas seguimos el
protocolo descripto en (Pang, Dong, & Thomas, 2015). Células GH3 fueron cultivadas en
placas de Petri de 15 cm hasta obtener un 90% de confluencia y luego colectadas en
buffer HAED frio (HEPES,25 mM, NaCl 10 mM, 4cido etilenediaminotetraacético 1 mMy
ditroeritritol 1 mM ajustado a pH 7.6) e inhibidores de proteasas (Thermo Fisher
Scientific). Se lavaron y centrifugaron las células 5 minutos a 1000 x g durante 5 minutos
a4°Cyseresuspendieron los precipitados celulares en HAED en hielo. Una vez obtenidos
los lisados celulares por sonicacién (10 segundos) se centrifugaron los lisados
nuevamente a 1000 x g a 4°C por 7 minutos para remover restos del material nuclear o

mitocondrial (fraccidn nuclear). Finalmente se obtuvieron las fracciones de membrana
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plasmatica luego de centrifugar el sobrenadante a 20000 g por 20 minutos a 4°C y

resuspender en buffer HAED.

Ensayo de competicion simple

Para demostrar la presencia de receptores funcionales con capacidad de unién
especifica a los progestagenos en células GH3, se realizd un ensayo simple de
competencia siguiendo el protocolo descripto en (Dressing, Alyea, Pang, & Thomas,
2012; Pang et al., 2015). Luego de obtenidas las membranas plasmaticas de células GH3
por fraccionamiento celular y se incubaron con 2,4,6,7-[3H]-Progesterona (4 nM) en
ausencia (binding total) o en presencia de P4, Org OD 02-0 (1 uM) o el agonista de los
nPRs, R5020 (1 uM) durante 30 minutos a 4°C. La [3H]-Progesterona unida fue separada
de la [*H]-Progesterona libre en solucién por filtracién rapida en filtros Whatman GF/B
(GE Healthcare, Little Chalfont, UK) en un cosechador de células de 36 wells (Brandel,
Gaithersburg, MD, USA) y se midieron los niveles de radioactividad en los filtros
mediante un contador de centelleo (modelo LS6000; Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA). El desplazamiento de la [3H]-Progesterona por los competidores (P4, Org OD 02-0
y R5020) se expresé como un porcentaje del maximo de binding especifico de la

progesterona radioactiva.

Experimento in vitro con P4, Org OD 02-0 y R5020 en células GH3

Células GH3, cultivadas en placas de 12 wells (~1.10° céls/well) fueron incubadas
con P4, Org OD 02-0, R5020 (20 nM) o Etanol (vehiculo) en DMEM sin suero durante 15
min a 37°C. Al finalizar el tratamiento, los medios secretados y las células fueron

colectados hasta las posteriores determinaciones.
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Tratamiento con inhibidores

(3 PRETRATAMIENTO CON TOXINA DE PERTUSSIS

La toxina de Bordetella pertussis (PTX) representa una buena herramienta para
el estudio de las vias de sefalizacién asociadas a proteina G inhibitorias (G;) debido a
que actlia como agente desacoplante de receptores unidos a proteinas Gi sensibles a
PTX. En el laboratorio, se estudié la implicancia de la proteina Gi en los efectos de Org
OD 02-0 en células GH3. Para ello, células GH3 fueron pretratadas con PTX (List Biological
Laboratories Inc., Campbell, CA, USA, activada por incubacion previa con DTT 250 mM
durante 15 minutos a 35°C, (2.5 pug/mL, PTXa) durante 30 minutos previo al tratamiento
con Org OD 02-0 (20 nM). Para los grupos control, una alicuota de PTX fue inactivada
por calor, por incubacion a 99°C durante 10 minutos (PTXhi), previo a la adicién a las

células.
3 TRATAMIENTO CON DDADO (INHIBIDOR DE LA ENZIMA ADENILATO CICLASA)

Para corroborar que los efectos observados por Org OD 02-0 efectivamente
implicaban la activaciéon de una proteina Gi y la consecuente inhibicion de la enzima
adenilato ciclasa, las células GH3 fueron incubadas con un inhibidor especifico de esta
enzima; el 2',5'-dideoxyadenosina (ddAdo, Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY) a una
concentracion de 50 uM durante 15 minutos. En paralelo, se incubaron las células GH3
con Org OD 02-0 (20 mM, 15 minutos). Recolectamos los medios para futuras

mediciones.
3 TRATAMIENTO CON 8-BR-AMPC (ANALOGO DE AMPC)

En orden de testear si los efectos observados se debian a una disminucion de los
niveles de AMPc y por consiguiente la inactivacion de PKA, se utilizd un andlogo
permeable de AMPc, el 8-Br-AMPc (Sigma- Aldrich). Para ello se realizd un co-
tratamiento incubando células GH3 con Org OD 02-0 (20 nM) y 8-Br-AMPc (10 uM), a la

vez, durante 15 minutos y se colectaron los medios determinaciones posteriores.
3 TRATAMIENTO CON PD98059 (INHIBIDOR DE MEK 1Y MEK 2)

Para estudiar la participacién de la via de MAPK, se realizé un ensayo

preincubando a las células GH3 con un inhibidor de MEK 1 y 2 (PD98059, Biomol
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International, Plymouth Meeting, PA, USA) que evita la fosforilacion (activacion) de ERK
por dichas quinasas. Durante una 1 h se pretrataron las células con PD98059 (10 uM) y
luego se agregd Org OD 02-0 (20 nM) por 15 minutos. Al finalizar el tratamiento, se

colectaron los medios para futuras mediciones.

Ensayo de silenciamiento génico de mPRa con ARN pequefio de

interferencia

Para silenciar mPRa en células GH3, se transfectaron las células con oligos siRNA
para mPRa (ON-TARGET plus Rat Pagr7, siRNA; Dharmacon, Lafayette, CO, USA) u
oligos control (CTL) (100 nM) a las 0 y 16 horas usando lipofectamina 2000 (Invitrogen)
como reactivo de transfeccion. Luego de 48 hs de incubacién, la mezcla de siRNA fue
reemplazada con medio normal y se incubaron las células por 24 hs adicionales con
DMEM-BSA 2%, previo al uso de las mismas en los experimentos. Como control del
silenciamiento, se procesaron las muestras para Western Blot. Se incubaron las
muestras con el anticuerpo especifico para mPRa observandose niveles disminuidos de
la expresion proteica del receptor en el grupo de células transfectadas con siRNA-mPRa

vs. transfectadas control.

Experimento in vitro con E2, G1 y G36 en células GH3

Para los estudios con agonistas de GPER in vitro, las células GH3 fueron cultivadas
en placas de 12 wells (~1.10° céls/well) y luego pre-incubadas con el antagonista de
GPER (G36, 10°®M) o con Etanol (vehiculo, 10°M) durante 30 min a 37°C. Posteriormente
se las incubd con vehiculo, estradiol (E2, 10®M) o el agonista de GPER (G1, 10”7) durante
15 minutos a 37°C. Luego de finalizado el ensayo, las células y el medio secretado de

cada pocillo fueron recolectados para las posteriores determinaciones de PRL por RIA.

43



Materiales y Métodos

TECNICAS UTILIZADAS

PCR cuantitativa en tiempo real

Obtencion de ARN total hipofisario: Las hemi-hipdfisis y los hipotdlamos de rata
provenientes de los distintos grupos experimentales fueron recolectadas en 100 ul de
Trizol (Invitrogen) para su conservacion hasta el momento de uso.

Para la extraccidon del ARN total del tejido, siguiendo las recomendaciones del
proveedor, se homogeneizaron las muestras en Trizol con homogeneizador manual,
bajo campana, en hielo. Posteriormente se agregaron 30 pl de cloroformo, mezclando
por inversion. Se incubaron las muestras durante 5 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugaron durante 15 min a 12000g a 4°C. De la fase acuosa obtenida se tomaron
aproximadamente 40 ul (el ARN representa el 60%) y se lo traspasé a nuevos tubos. Para
precipitar el ARN, se adicionaron 75 pl de isopropanol y durante 10 min se incubaron a
temperatura ambiente. Se centrifugaron las muestras durante 10 min a 12000g y 4°C, y
luego se elimind el sobrenadante. Para lavar el precipitado se agregaron 100 pl de EtOH
75% vy se centrifugaron los tubos durante 5 min a 7500g y 4°C. Luego de descartar el
sobrenadante, se dejaron secando los precipitados al aire y posteriormente se los
resuspendid en 5 pl de H,0 estéril libre de ARNasas. Para solubilizar el ARN precipitado
(pellets) se dejaron los tubos durante 10 min en placa térmica. La concentracidn y pureza
del ARN total extraido en las muestras se midieron con un espectrofotémetro Nanodrop

2000 (Thermo Fisher Scientific).

Obtencién de ADN copia (ADNc): Se realizd un ensayo de retrotranscripcién para obtener
ADNCc a partir de 1ug de ARN diluido en agua desionizada libre de ARNasas, en 5ul de
volumen final, incubados con 100ng de primers aleatorios (random primers) y agua
desinonizada libre de ARNasas. Esta preparacion se colocd en la termocicladora y se
calentd a 70°C por 5 minutos. Luego de darles un spin, se colocaron los tubos en hielo y
se agregd a cada muestra 1ul de la enzima MMLV RT (200 unidades/ul, 10000u,
Promega, REF M1701), 4ul del buffer 5X de la enzima (MMLV RT buffer 5X), una mezcla

de dNTPs (20mM cada uno) y H,0 estéril libre de ARNasas. La reaccidén se llevd a cabo
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segun el siguiente programa: 37°C por 60 min y 95°C por 5 min. El ADNc obtenido se
mantuvo a (-20°C) hasta el momento de la utilizacién.
Nota: En forma paralela, se realizd la retrotranscripcidon negativa control de cada

tubo, siguiendo el mismo procedimiento con la excepcidn del agregado de la enzima.

Disefio de los primers: Para el ensayo de PCR en tiempo real se utilizaron primers sentido
y anti-sentido especificos para la amplificacion de los genes de interés, detallados en la
Tabla 1. Los mismos fueron disefiados en base a las secuencias nucleotidicas publicadas
en GenBank (NIH), utilizando el programa Primer Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Se tuvieron en cuenta las siguientes

caracteristicas para la eleccidn de los primers: el producto amplificado debia tener entre
80 y 180 pb; el porcentaje de nucleétidos GC presentes en ellos debia ser del 50%
aproximadamente y la temperatura de disociacién cercana a 60°C. También se chequed
que los primers no formaran homodimeros o heterodimeros mediante el programa
Oligoanalyzer; y siempre que fue posible se disefid al menos uno de ellos
complementario a una secuencia de union entre diferentes exones en el gen de interés,
para evitar la amplificacion de ADN gendmico. En todos los casos se constaté que los

primers fueran complementarios especificamente a la secuencia de interés.

Reaccion de PCR en tiempo real: E| ADNc fue diluido 1/20 en H,0 estéril libre de ARNasas
para alcanzar una concentracion aproximada de 6 pg/ml, se tomaron 5 pul de cada
muestra y se mezclaron con 2l de Solis SYBR green PCR kit y 0.5ul de primer sentido y
0.5ul de primer anti-sentido (0.51M cada uno), en placas de 96 pocillos cubiertas por un
film optico adherente. La reaccién se llevd a cabo en un termociclador Bio-Rad,

utilizando un programa estandar detallado en la Tabla 2.

Eleccién del gen de referencia: Como control interno para normalizar las diferencias
entre las muestras, se analizaron las eficiencias de 8-actina, Ciclofilina B (Cyp B) y RpI38.
La eficiencia de gPCR de cada par de primers utilizados en esta Tesis fue testeada usando
muestras de ADNc control en diluciones seriadas. Se calculd la eficiencia de
amplificacién analizando la pendiente de la porciéon lineal (log) correspondiente a la

curva de calibracién. Especificamente, calculamos la eficiencia como 10 (-1/pendiente) _1
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graficando el log de la concentracién del templado inicial en el eje x y los Ct obtenidos
en el eje y. Se utilizaron los primers cuyas eficiencias de resultaron aproximadamente

entre 95-100%.

A partir del analisis del paralelismo de las pendientes de regresidn obtenidas de
las curvas de eficiencia entre los primers del gen de interés y de los primers de los
posibles controles internos de carga, se seleccioné Cyp B como control interno, en la
mayoria de las mediciones, para comparar los genes de interés en las muestras, en la
misma placa de PCR. Rp/38, por otro lado, fue seleccionado como el gen de referencia
mas apropiado para los ensayos de Gper debido al paralelismo entre la pendiente de la
linea de regresidon de este gen (y consecuentemente en el valor del coeficiente de

correlacién) respecto de la pendiente de Gper.

Andlisis de datos: Se analizaron los datos utilizando el programa CFX Manager,
mediante el cual se fue monitoreando el incremento en la fluorescencia (proporcional
al nimero de copias de ADN) a lo largo de la reacciéon de PCR. Se establecié un valor
umbral de fluorescencia en el cual el incremento es lineal y se determiné para cada
muestra el nimero de ciclos en el que se alcanza el umbral (denominado Ct). Para
determinar la expresidn relativa de los genes se utilizé el método de AACt, donde se
comparé el Ct del gen de interés respecto del Ct del gen endégeno (ACt) y este valor a
su vez se compard con un calibrador interno (AACt). Todas las muestras fueron
ensayadas en duplicado para cada gen y se analizaron las curvas de melting asegurando
la especificidad de amplificacidn de cada corrida.

Nota: Para analizar la abundancia relativa de ARNm de cada subtipo de receptor,

respecto al total de receptores, se compararon los valores de cada gen calculados como
278Ct (2-(CtPR-CtCyb B)) sjgyiendo la metodologia descripta por el Dr. Peter Thomas en (Pang,

Dong, & Thomas, 2013; Pang et al., 2015). Ver detalle en capitulo 1, pagina 62.
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Secuencia primer (Sentido)

Secuencia primer (Anti-sentido)

Gen Accession no. 5.3 Y
CypB raton NM_011149.2 GACCCTCCGTGGCCAACGAT ACGACTCGTCCTACAGATTCATCTC
mPRa raton NM_027995.2 TCTGACCACAGTTTTCCTGAC GCTGGACAGAAGGTGGTTGAA
mPRf ratén NM_028829.4 TACAAAGGTTGTCTAACTGAGCCC CCACTCATTGACAGGGTGCT
mPRy raton NM_028748.2 TTGGTTACCGACACCCACAG ACCTCCACACAAAGAACCAGAA
mPRé6 raton NM_001310597.1 ACGCGGCAAACAGGTCA GCCTTCTTCCCAAAACACCC
mPRe ratén NM_198414.2 GGAGTGCTTCATCCTGTCCG TTGAGCGTCTCATTGGTGGG
nPR ratén NM_008829.2 GGTCCTTGGAGGTCGTAAGT CTGGCTCTCGTTAGGAAGGC
CypB rata NM_022536 GACCCTCCGTGGCCAACGAT GTCACTCGTCCTACAGGTTCGTCTC
Rpl38 rata NM_001077592.1 GTTCGGTGCTCGCTCCTGT CAGATTTGGCATCCTTCCGC
mPRa rata NM_001034081 CCGCATCATAGTGTCTCCCC TGTCCCTGCCCAAAGATGTG
mPRS rata NM_001014099 TACAAAGGTTGTCCTACTGAACCC AGAATCTTGGGCAGACGACG
mPRy rata NM_001014092 GTGCCACAGGTGTTCCATGA ATGCGTCCAGATGTTGAGGG
mPR$6 rata NM_001191077 CCACTTGGTACTTCCTGTGGC CGAGGCGACATGGAGCTAAA
mPRe rata NM_001271152 CACTGTAGCCTGCTGCAAGA AAGTAGCGGCGGTAGAAGTG
nPR rata NM_022847 GACAACACAAAGCCCGACAC CGGAAACCTGGCAGAGACTT
PR-B NM_022847° GCATCGTCTGTAGTCTCGCCAATAC GCTCTGGGATTTCTGCTTCTTCG
TH rata NM_012740.3 TCCAGTACAAGCACGGTGAA GGCATGGGTAGCATAGAGGC
Pgrmc1 rata NM_021766.1 GTTCACCTTCAAGTACCATCACG CTTCCGAGCAGCCTCATCTT
Gper rata NM_133573.1 ACGCTCAAGGCAGTCATACC CTCCCCTGTCCGTTTTCCTC
ERa rata NM_012689.1 AGCATTCAAGGACATAATGACTACA TCGGCGGTCTTTTCGTATCC
ERB rata NM_012754.1 CTCATTTTCGCTCCCGACCT AGGGGTACATACTGGAGTTGAG

Tabla 1: Secuencias de los pares de primers de rata y ratdn utilizados

Ciclo Temperatura Tiempo
Ciclo 1 (1x) Desnaturalizacion inicial 95°C 10 min
95°C 15

Ciclo 2 (40x) Desnaturalizacion, . seg

iento d i tensic 60°C 20 seg
apareamiento de primers y extension

P P y 72°C 30 seg

Ciclo 3 (1x) Curva de disociacion 60°C—95°C 10 seg

Tabla 2: Programa de PCR en tiempo real utilizado

5> Primer sentido (F): del 133-157 del mensajero NM_022847. Primer antisentido (R): del 286 al 308 del
mensajero NM_022847
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Inmunocitoquimica
EN CELULAS HIPOFISARIAS CULTIVADAS SOBRE CUBREOBJETOS

Para la realizacion de las ICQ nos pusimos en contacto con la Dra. Silvina
Gutiérrez y el Dr. Pablo Pérez del Centro de Microscopia de la Universidad Nacional de
Cérdoba quienes tienen vasta experiencia en técnicas histoldgicas. Siguiendo la
metodologia propuesta por la Dra. Gutiérrez y el Dr. Pérez, descripta en (Perez et al.,
2015), células de adenohipdfisis de ratas hembra fueron dispersadas e incubadas con
las soluciones de bloqueo en cdmara hiumeda 1 h a temperatura ambiente. Finalizado el
bloqueo, se incubaron las células con los anticuerpos especificos detallados en la Tabla
3 y anti-PRL (AF65191), anti-BLH (AFP1132093) y anti-GH (AFP12121390, Dr. A. F.
Parlow, NIDDK) en una diluciéon de 1:1000 durante toda la noche a 4°C en cdmara
himeda. Al dia siguiente, se realizaron dos lavados en PBS-Tritdn 0.2% durante 5
minutos en agitacion y se incubaron las células con anticuerpo secundario anti-conejo
conjugado a Texas Red (anti-rb-TEXRED) y anti-guinea pig conjugado a fluoresceina (anti-
gp-FITC) (Chemicon International, Temecula, CA., USA) durante 1 h en cdmara humeda
en oscuridad a temperatura ambiente. Al cabo del tiempo de incubacién, retirando el
excedente, se realizaron pasajes sucesivos de 5 minutos con PBS-Tritdn 0.2% vy se
sembraron aproximadamente 20 pl por corte de una dilucién 1:5000 de DAPI (stock:
5mg/mL; molecular probes) en PBS1X y se dejaron incubando durante 5 minutos en
camara humeda en oscuridad a temperatura ambiente. Luego, se realizaron dos lavados
en agitacion con PBS1X durante 5 minutos y con agua destilada durante 1-2 minutos. Se
utilizé Prolong (molecular probes) para el montaje. Una vez secos los cortes, se visualizé

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

EN CELULAS GH3

Para la deteccién de mPRs y GPER en células GH3, se utilizé un protocolo similar
al descripto para células adenohipofisarias dispersas. Los anticuerpos y diluciones

utilizadas se encuentran detallados en la Tabla 3.
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Especie en
- . . la que esta
Péptido/proteina Sec_ue’nt_:la Non'1bre del Proveedor hecho; Dilucion utilizada
blanco antigénica anticuerpo
monoclonal
o policlonal
Dr. Peter
Receptor de Thomas
membrana de N-terminal 206t (Castelnovo, Conejo, ?igop';’?;alcvgf;
progesterona alfa TVDRAEVPPLEWKPC Magnaghi, | policlonal T EAcs
(mPRa) & Thomas,
2017)
Receptor de _ Dr. Peter
membrana de N-terminal A9830-4 Thomas Conejo, 1:1000 para WB;
prOgESterona beta KILEDGLPKMPCTVC (Zuloaga et poIicIonaI 1:100 para |CQ
Receptor de ' Dr. Peter
membrana de N-terminal H833-4 Thomas Conejo, 1:1000 para WB;
progesterona gamma TDIKNDSYSWPMLC (NUtU etal., policlonal 1:100 para ICQ
(mPRYy) 2007)
Receptor de
membrana de N-terminal onais | oamomaE | Concjo, | 1:1000 para Wh;
progesteronadelta | - GepLEGGTAKQQ 213 | Polidonal | 1:100 paraica
(mPR&)
Receptor de
membrana de N-terminal PAGRY 3}’;;;2[”:;5 Conejo, 1:1000 para WB;
rogesterona epsilon - .
prog P RNSHSAASRDPPASC 2013) policlonal | 1:100 paraicQ
(mPRe)
Componente 1 de
membrana del Region |nternaf de PGRMC1 (D- S'anta Cruz Cabra, 1:1000 para WB;
receptor de PGRMC1 de origen 16) sc- Biotechnolo oliclonal 1:100 para ICQ
progesterona humano 82684 gy, Inc. P ’ P
(PGRMC1)
aminodcidos 731- Santa Cruz ,
Receptor de 909 de PR de origen PR Biotechnolo Raton, 1:1000 para WB
progesterona nuclear (2C11F11) monoclonal
humano gy, Inc.
Receptor de .
estrogencs acoplado 35%;?(:2 Oiz:ecn-tro ab39742 Abcam Conejo, | 1:100 paraicQy
proteina G 8 policlonal FACS
terminal
(GPER)
Aminodcidos de la Cell .
GAPDH region C-terminal GAPDH Signaling Raton, 1:1000 para WB
. (14c10) monoclonal
de origen humano Technology
Secuencia C- Cell .
ERK terminal de p44 Tgf{éf Signaling iﬂ:%g;l 1:2000 para WB
MAP kinasa de rata Technology P
Residuos Phospho- Cell
Thr202/Tyr204 de . ) Raton
p44/a2 s .
PERK p44 MAP kinasa de Tzlcghnna;:gg monoclonal 1:2000 para W8
origen humano (9106) gy

Tabla 3. Listado de anticuerpos primarios utilizados en ICQ, WB y FACS.
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Microscopia electrénica

Para determinar la localizacion subcelular de GPER en las células lactotropas se
aplicéd un protocolo de inmunomarcacion ultraestructural para microscopia electrénica
de transmision utilizando particulas de oro coloidal. Se utilizaron glandulas hipofisarias
provenientes de ratas hembra en diestro o ratas OVX fijadas en una mezcla de
formaldehido al 4% v/v, glutaraldehido al 1.5% v/v y buffer cacodilato 0.1 M apH 7.3 a
temperatura ambiente. Luego de la deshidratacion en soluciones de concentraciones
creciente de etanol las muestras fueron incluidas en LR White (London Resin, UK) y
finamente seccionadas con un ultramicrétomo JEOL con una cuchilla de diamante

montadas sobre grillas de niquel.

Las secciones fueron incubadas con el anticuerpo especifico para GPER durante
toda la noche a 4°C (anti-rat GPER, ab39742, Abcam, 1:50) y luego lavadas e incubadas
con un anticuerpo secundario hecho en conejo conjugado a particulas de oro coloidal
de 15 nm (1:18; Electron Microscopy Sciences; Hatfield, USA). Para confirmar que GPER
se expresaba en lactotropos, se realizé una inmunocitoquimica ultra-estructural para
PRL. Para ello, se incubaron secciones finas durante toda la noche a 4°C con un
anticuerpo policlonal contra PRL de rata diluido 1:5000 (NIHDDK, Bethesda, Md., USA),
y luego de los lavados se las incubd con un anticuerpo secundario conjugado a particulas
de oro coloidal de 5 nm (1:50; Electron Microscopy Sciences; Hatfield, USA). Para validar
la especificidad de lainmunomarcacién, se realizaron controles incubando las secciones
con PBS BSA 1% v/v en lugar del anticuerpo primario. Las secciones fueron contra-
tefiidas con una solucion acuosa de acetato de uranilo saturado y examinamos los cortes
en un microscopio electrénico Zeiss LEO 906-E. Las imagenes fueron tomadas con una

camara Megaview lll.

Dispersion de células adenohipofisarias de rata

Las adenohipofisis extraidas de ratas hembra se colocaron en cdmaras con

medio Dulbecco-glut (Dulbecco madre con 1% glutamina). Se realizaron lavados

sucesivos de las hipdfisis en el mismo medio y se cortaron en fragmentos de
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aproximadamente 1mm. Posteriormente, se incubaron por 30 minutos en estufa a 37°C
con 95% Oz y 5% CO2 en Dulbecco-glut conteniendo 0,5% de tripsina. Luego se trataron
con 1 mg/ml de ADNasa | (Invitrogen) por dos minutos mas y se detuvo la digestion
enzimdtica con el agregado de suero fetal bovino (SFB) en exceso y posteriores lavados
con Dulbecco-glut. Los fragmentos tisulares fueron colocados en el buffer Krebs-Ringer,
preparado fresco, sin Ca%* ni Mg?* previamente filtrado y gasificado durante 15 minutos.
A continuacidn, se realizd la dispersion celular en forma mecanica con pipetas Pasteur.
La suspension resultante se filtré con una malla de nylon (160 mm) y se centrifugé 10
minutos a 1000 rpm. Previo a la centrifugacién, se tomd una alicuota de la suspension
celular para cuantificar el rendimiento celular del tejido, por conteo en cdmara de

Neubauer. La viabilidad celular se determind por el método de exclusién de Azul Tripan.

Citometria de flujo
DETECCION Y CUANTIFICACION DE CELULAS ADENOHIPOFISARIAS DE RATA

Ratas control y OVX fueron sacrificadas por decapitacion y las adenohipdfisis
extraidas en 1000 uL de DMEM suplementado. Siguiendo el protocolo descripto en
(Ferraris et al., 2014) se procesaron los tejidos para la obtencidon de células vivas
adenohipofisarias. La viabilidad celular se determiné por el método de exclusién de Azul
Tripan. Las células fueron fijadas con PFA al 0.2% v/v durante 15 minutos a temperatura
ambiente, lavadas y centrifugadas y luego se las resuspendié en PBS. Mediante una
técnica que preserva la integridad celular (descripta en (Sandra Zarate et al., 2012)) se
permeabilizaron las células en una solucion de PBS/saponina 0.2%, y después de
sucesivos lavados y centrifugaciones, se las incubd con anticuerpos especificos
acoplados a fluorocromos contra los antigenos de interés (anti-rat mPRa 4 pug/ml, 306t,
Thomas; o anti-rat GPER 1 pg/ml, ab39742, Abcam y PRL 1:2000, AF65191, Dr. A. F.
Parlow, NIDDK) durante 1 h a 37°C. A continuacion se lavaron las células con PBS y
fueron incubadas con anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a ficoeritrina (anti-
rb-PE, 1:67) y anti-guinea pig conjugado a fluoresceina (anti-gp-FITC, 1:75) (Chemicon
International, Temecula, CA., USA) por 40 minutos a 37°C en agitacion suave. Para los

controles de isotipo, las células adenohipofisarias se incubaron con suero de guinea pig
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reemplazando al anticuerpo anti PRL e IgGs de conejo en lugar de anti-GPER o anti-
mPRa. Luego de lavar y resuspender las células en PBS, se cuantificd el nimero de
células con simple o doble marca mediante la técnica de citometria de flujo (S Zarate et
al., 2009). Se analizo la intensidad de fluorescencia de 10000 eventos/tubo usando un
FACScalibur (BD). Para el analisis de los datos se utilizaron los softwares de WinMdi y

FlowJo.

Western Blot

(3 WWESTERN BLOT PARA LA DETECCION DE MPRSY NPRS EN EXTRACTOS DE MEMBRANA

Y CITOPLASMATICOS DE CELULAS GH3

Para la preparacién de lisados celulares y la obtencién de extractos proteicos de
membranas plasmaticas y extractos citoplasmaticos seguimos el protocolo descripto en
(Pang et al., 2015). Se determiné la cantidad de proteinas por el método de Bradford.
Se tomd de cada muestra el volumen correspondiente a 50ug de proteina y se agrego
buffer de carga 5X y DTT 50mM (volumen final 30ul). Las muestras se calentaron a 95°C

durante 5 minutos para desnaturalizar las proteinas.

Las muestras y el marcador de peso molecular se sembraron en geles de
poliacrilamida al 15 %. Se realizé la electroforesis en una cuba conteniendo buffer de
corrida (Tris-base 25mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1% m/v) conectada a una fuente de
poder a 130V durante 90-120 minutos. A continuacién las muestras fueron transferidas
desde los geles a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) en buffer de transferencia (Tris-
base 25mM, Glicina 192mM y Metanol 20% v/v) durante 75 minutos a voltaje constante

(100V), en frio.
Incubacion de las membranas:

1) Bloqueo de sitios inespecificos: leche en polvo descremada 5 % m/v preparada en PBS

Tween 0.05 % (PBS-T) durante 1h a temperatura ambiente.

2) Anticuerpo primario (Tabla 3), diluido en BSA 5% preparado en PBS-T, toda la noche
a4°C.
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3) Anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos diluidos en Odyssey® Blocking

Buffer (LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE, USA)
Luego de cada incubacién se lavé la membrana 3 veces durante 10 min con PBS-T.

Revelado de las membranas: Las bandas inmunorreactivas se revelaron mediante la
deteccidn de la fluorescencia acoplada al anticuerpo secundario en un equipo Odyssey
CLx near-infrared fluorescence imaging system (LI-COR Biotechnology). La intensidad de

las bandas (en pixeles) se cuantificé por medio del programa Image J.

(3 WWESTERN BLOT PARA LA DETECCION DE ERK TOTALY ERK FOSFORILADO

Para el ensayo de activacion de ERK en células GH3, se cultivaron las células en
placas de 12-wells a razén de 1.10° céls/well, deprivadas de suero durante 48 hs previas
al experimento. Al segundo dia se incubaron con P4, Org OD 02-0 y R5020 (20 nM) o
vehiculo durante 15 minutos. Como control positivo se incubaron las células con el
factor de crecimiento epidérmico (EGF, 100 nM) siendo éste un conocido activador de
la fosforilacion de ERK. Luego de los tratamientos se recolectaron las células en Ripa
Buffer (EMD Millipore, Billerica, MA, USA) conteniendo inhibidores de fosfatasas y
proteasas (Thermo Fisher Scientific). Se lisaron y vortexearon las células durante 30
minutos. Se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 15000 g a 4°C para eliminar
restos de debris celular. Una alicuota de 5 ul fue tomada del sobrenadante de cada una
de las muestras para cuantificar proteinas por el método de Bradford. Las muestras (15
ug de proteina) se prepararon siguiendo el protocolo descripto anteriormente, con las
mismas condiciones de corrida, transferencia y deteccién. Los anticuerpos especificos
para ERK42/44 (ERK total) y fosfo p42/44 (ERK fosforilado) utilizados se encuentran

detallados en la Tabla 3.

Radioinmunoensayo (RIA) para la deteccién de PRL de rata y raton

Tanto para la determinacion de los niveles de PRL de rata como de ratdn, se
utilizd la técnica de RIA, debido a que permite detectar y cuantificar el antigeno de

interés (PRL) con un alto grado de sensibilidad y especificidad. La determinacién
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hormonal en muestras provenientes de animales control (WT, no tratados) con niveles
bajos estimados de PRL en suero, se realizé en 10 ul de suero directo sin diluir, mientras
que para la medicién en muestras séricas provenientes de hembras con prolactinomas
o en medios de cultivos de células GH3 se realizaron diluciones 1:100 o 1:150 con buffer
PBS-EA 1%° debido a la alta concentracidn de PRL en las mismas. Los reactivos utilizados
fueron provistos por el Instituto Nacional de Diabetes y Enfermedades Digestivas y
Renales (NIDDK), Instituto Nacional de Salud, Estados Unidos (NIH, USA). Anticuerpos
primarios: anti-PRL de rata hecho en conejo (dilucién de trabajo 1:250), anti-PRL de
ratdn hecho en conejo (1:140000). Anticuerpo secundario: suero policlonal de oveja
anti-1gG de conejo (dilucién de trabajo 1:1000). Los estandares de referencia de mPRLy
rPRL respectivamente, fueron utilizados para el armado de una curva de
concentraciones. La curva de concentraciones del estandar de referencia y la dilucién
de las muestras se realizaron por duplicado en un volumen final de 200 ul de buffer PBS-
EA. A los tubos patrones y de muestra, se agregaron 100 pl del primer anticuerpo
preparado en buffer PBS, EDTA 50mM, suero normal de conejo (NRS) entre 0.05% vy
0.25%, 100ul de la hormona marcada (aproximadamente 18000 cpm/tubo, diluida en
buffer PBS-EA) y se incubaron a temperatura ambiente durante 24 hs. Al dia siguiente,
cada tubo recibié 100ul del segundo anticuerpo diluido en PBS y 400ul de PBS con 8%
de polietilenglicol y se incubé a temperatura ambiente por 2 hs 30 min y luego a 4°C
durante 30 min. La unién no especifica se determind incubando la hormona marcada
radiactivamente con [*?°1] en ausencia del primer anticuerpo. La fraccién que contiene
la hormona libre fue separada de la fraccion unida al anticuerpo por centrifugacion a 4°C
(centrifuga Sorvall ST 16, Thermo Scientific™) a 2500 rpm durante 30 min. Se aspiré el
sobrenadante y se midi6 la radioactividad asociada al precipitado (correspondiente al
complejo hormona-anticuerpo) en un contador y Hewlett Packard (eficiencia: 82%). Los

coeficientes de variacion intra e inter-ensayo fueron 6.9y 11.6%, respectivamente.

6 PBS (buffer fosfato 0,01M, NaCl 0,15M y 0.01% &zida sddica, pH 7,4) con 1% de albumina de huevo (EA:
egg albumin).
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ELISA para la deteccion de TGF-1 activo y total en hipdfisis de rata'y

de raton

Preparacién de las muestras: Tanto las adenohipdfisis enteras de ratén como las
hemi-hipofisis de rata fueron recolectadas en 80 y 100 pl respectivamente de buffer de
extraccién con inhibidores de proteasas’. Se homogeneizaron las muestras con un
homogeneizador manual durante aproximadamente 1 minuto por muestra. El
homogenato se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. Se separd el sobrenadante
y se descartd el pellet. En una alicuota del sobrenadante se determind la cantidad de

proteinas siguiendo el método de Bradford.

Deteccion de TGF-p1: Todas las determinaciones se realizaron con el ensayo comercial
TGF-1 Duo Set ELISA Developement System (DY1679-05, R&D Systems), siguiendo las
instrucciones del proveedor. La minima dosis detectable con este kit es de 7.3 pg/mly
no muestra reactividad cruzada con otros péptidos. El kit utiliza el sistema “sandwich”
de deteccidon mediante dos anticuerpos anti-TGF-B1 que reconocen distintos epitopes
de la molécula. Con el primer anticuerpo o coating antibody (monoclonal) se recubren
los pocillos de la placa y se “capturan” las moléculas de TGF-B1 presentes en las
muestras y en el estdndar de referencia. Luego el segundo anticuerpo o “detection
antibody” (policlonal) reconoce las moléculas de TGF-1 que ya estaban unidas al primer
anticuerpo. Por ultimo, se utiliza un sistema de deteccién basado en una reaccién
colorimétrica catalizada por la enzima HRP (peroxidasa de rabanito), utilizando como
sustrato TMB 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (Sigma-Aldrich, T4444). El producto de la
reaccién, proporcional a la cantidad de TGF-Bl en la muestra, se detecta por
absorbancia a 450nm en un lector de ELISA. Se utilizé una curva estandar de referencia
confeccionada a partir de una soluciéon madre de TGF-B1 provista por el kit, para
determinar la concentracion de TGF-B1 presente en las muestras. El contenido de TGF-
B1 fue expresado como pg de TGF-B1/mg proteina. Debido a los altos niveles de TGF-31
reportados en suero bovino y equino, para la mediciéon de los niveles de TGF-1 en

nuestras muestras de medios celulares, 24hs antes de largar el ensayo se reemplazo el

7 Tris-base 100 mM, CaCl2 10 mM, MgCI2 1 mM, Tritédn-X-100 1 % e inhibidores PMSF TPCK TAME ZPCK
y TLCK 1 X. pH ajustado a 7.4
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medio de las células por uno libre de suero suplementado con BSA 200 pg/ml. Para la
deteccidn de TGF-B1 en muestras de homogenato, se sembraron volimenes de muestra

directamente (entre 50 y 80 pl por pocillo) llevados a un volumen final de 100 ul con

buffer RD.

Medicion de AMPc por enzimoinmunoanalisis (EIA)

Para la medicién de AMP ciclico intracelular se cultivaron las células GH3 en
medio sin suero en placas de 12 wells a razén de 1. 10° céls/well durante 72 hs previas
al tratamiento con progestagenos (20 nM) o vehiculo. Luego de los tratamientos, se
lavaron las células con PBS frio y se les adicionaron 100 pl de HCI 0.2 M a temperatura
ambiente. Con ayuda de una varilla se rasparon y homogeinizaron de forma manual las
células recolectadas con pipeta para obtener un lisado celular. Luego de centrifugar la
suspension celular durante 10 minutos a 12000 g se diluyd el sobrenadante 3x. Se
determind la concentracion de AMPc en las muestras con un Kit de EIA de AMPc

especifico (Cayman Chemical) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Medicion de DA por HPLC

Se determinaron los niveles de DA, en fragmentos hipotaldmicos incubados ex
vivo (pmol/mg tejido) y en los medios colectados, por HPLC utilizando un equipo de
cromatografia liquida (Varian 5000) acoplado a un detector electroquimico (BAS LC-4C).
Los hipotdlamos fueron pesados y homogeinizados previo a la de-proteinizaciéon con
acido perclérico 0.2N (1/20). Los homogenatos obtenidos fueron centrifugados y 50 ul
de cada sobrenadante fueron inyectados en una columna de fase reversa 12.5 cm x 4
mm Nova-Pak C18 (Waters). La fase movil incluyd los siguientes componentes:
NaH2P04.H,0 0.076M, EDTA 0.99 mM, PICB8 5.24 ml/I, y metanol al 6 % v/v. El potencial
del electrodo se fijo a 0.7 V. Se utilizé el Sistema de Datos de Cromatografia de Pico
Simple (Modelo 302 Seis Canales USB) para medir la altura de los picos, usando curva
estdndar del mismo software. Los niveles de DA se relativizaron al peso del tejido

humedo o a los pl de medio.

& Buffer RD (Suero bovino delipidizado 1.4% en PBS 1X ELISA con 0.05% de Tween 20)
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Estadistica

Los resultados fueron expresados como la media + error estandar (SEM). Las pruebas
estadisticas utilizadas en cada caso se describen en la leyenda de la figura
correspondiente. Se consideraron diferencias significativas cuando el P<0.05. En todos
los casos se verificd que se cumplieran los supuestos de los modelos estadisticos
utilizados: normalidad mediante los tests de Shapiro-Wilk y de D’agostino y Pearson
(P>0.05) y homocedacia (homogeneidad de varianzas) mediante el test de Bartlett

(P>0.05). El programa estadistico utilizado fue el Graph Pad Prism 6.0.

Se realizé6 la Prueba T de Student para muestras independientes cuando se
compararon las medias entre dos grupos experimentales. Las comparaciones entre los
diferentes tratamientos (V, 02, P4, R5020) se analizaron por ANOVA de un factor seguido
del Test de Tukey para comparaciones multiples entre los diferentes tratamientos. Para
el andlisis de dos factores (e.g. sexo y genotipo 6 genotipo y tratamiento) el set de datos
fue analizado mediante ANOVA de dos factores; seguido del Test de comparaciones

multiples entre grupos de Bonferroni.
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

INTRODUCCION CAPITULO 1

Quince aios atrds, el Dr. Thomas y su grupo descubrieron un gen con un rol clave
en la maduracidon de gametas en la corvina pinta (Cynoscion nebulosus). Dicho gen
codificaba para un receptor de membrana con elevada y especifica afinidad por P4 (Y.
Zhu, Bond, & Thomas, 2003). Subsecuentemente, se encontraron alrededor de trece
genes estrechamente relacionados a este gen en otros animales, incluyendo humanos,
conformando una nueva familia de receptores esteroideos. Estos resultados atrajeron
el interés de la comunidad cientifica ya que proporcionaron una posible explicacidn para

muchos temas aun no resueltos de la endocrinologia y la biologia del cancer.

A partir de su descubrimiento en peces, la existencia de 5 diferentes subtipos
(mPRa, -B, -y, -0 y -€) se ha demostrado también en diversos tejidos de mamiferos
incluidos los humanos (Peter Thomas et al., 2007; Yong Zhu, Hanna, Schaaf, Spaink, &
Thomas, 2008). Con respecto a su estructura quimica, los mPRs (PM= 40 kDa) son
receptores de siete dominios transmembrana, presentan una afinidad elevada vy
especifica para P4 y median sus efectos a través de proteinas G acopladas a vias de
sefializacion. En general, se ha descripto que la activacion de mPRa, mPRB, y mPRy
induce la sefalizacién a través de una proteina G inhibitoria (Gj), provocando una
disminucion en la actividad de la enzima adenilato ciclasa (AC) y en los niveles de AMP
ciclico (AMPc) en el interior celular. Por otra parte, mPR& y mPReg, han sido descriptos
asociados a proteinas G estimulatorias (Gs) lo cual conduce a un incremento en la
actividad de ACy a un aumento en los niveles intracelulares de AMPc (Pang et al., 2013;

Peter Thomas, 2008).

En mamiferos, mPRa y mPRB han sido identificados como los mas abundantes
en cerebro (rata, ratén) y tejidos reproductivos (Dressing et al., 2012; Dressing,
Goldberg, Charles, Schwertfeger, & Lange, 2011; Pang et al., 2015; Zuloaga et al., 2012).
El subtipo y (mPRy) se encontrd principalmente expresado en pulmadn, higado, rifidn,
endometrio y trompas uterinas en ratéon y humano (Nutu et al., 2007; Sinreih, Knific,
Thomas, Frkovic Grazio, & Rizner, 2018), mientras que mPRS y mPRe se han descripto

fundamentalmente en hipdfisis y cerebro humano (Pang et al., 2013). Dentro de los 5

59



Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

subtipos, mPRa (también denominado PAQRY7) es el que, en la actualidad, se encuentra
mejor caracterizado en animales vertebrados. Diversos estudios muestran que mPRa
participa de numerosas funciones que incluyen la regulacién de la fisiologia uterina en
humanos, la inhibiciéon de la liberacién de GnRH en roedores, la participaciéon en la
funcion del sistema inmune y la regulacidén de la sintesis de 6xido nitrico en células
endoteliales vasculares de humano, entre otros efectos reportados (Areia et al., 2016;
Ashley, Arreguin-Arevalo, & Nett, 2009; Karteris et al., 2006; Lu, Reese, Zhou, & Hirsch,
2015; Meffre et al., 2013; Pang et al., 2015).

Por todo lo expuesto, se deduce que la P4 es capaz de iniciar acciones rapidas no
gendmicas a través de los mPRs en diferentes tejidos. Sin embargo, al momento no
existen estudios concretos que demuestren el rol de estos receptores en la glandula

hipofisaria.
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& HIPOTESIS

“Los mPRs se encuentran expresados en la glandula hipofisaria donde participan en los
efectos rdpidos de la progesterona en la poblacién lactotropa, tanto en condiciones

fisiolégicas como patoldgicas”

@ OBJETIVO GENERAL

Dilucidar la participacion de los mPRs en el control de la funcién lactotropa ejercido por
progesterona tanto a nivel hipofisario, como a nivel hipotaldmico, evaluando situaciones

fisioldgicas y patoldgicas.

Objetivos especificos:

& Estudiar la expresion de los mPRs en adenohipdfisis determinando los subtipos
mas abundantes.

& Analizar la co-localizacidon con diferentes hormonas hipofisarias de los mPRs
mayormente expresados en adenohipdfisis.

& Estudiar el efecto de la activacidn de mPRs en hipdfisis sobre la secrecidon de PRL.

& Investigar las vias de sefializacién involucradas mediante el uso de la linea celular
somatolactotropa GH3.

& Estudiar la accidon de progesterona mediada por mPRs en el hipotdlamo sobre Ia

liberacion de dopamina.
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RESULTADOS CAPITULO 1

Expresion de los mPRs en hipodfisis

En una primera instancia estudiamos la expresidn génica de las distintas
isoformas de mPRs en hipdfisis y evaluamos la proporcién relativa de cada uno de ellos
y de los receptores clasicos (nPRs) sobre el total de PRs. Esto fue realizado por RT-gPCR
en hipodfisis normales de ratas hembra adultas Sprague Dawley sacrificadas en diestro.
Todas las isoformas evaluadas: mPRa, mPRB, mPRy, mPRS6 y mPRe se encontraron
expresadas en hipofisis. Utilizando los datos de la Tabla 4 (valores de 2°2¢t obtenidos en

RT-gPCR), se realizé un analisis cualitativo de la abundancia putativa de cada ARNm, el

cual se representa como grafico de torta en la Figura 6. De dicho andlisis se desprende
que los mPRs representarian aproximadamente el 15% del total de los receptores de

progesterona en hipdfisis, siendo mPRa y mPRB los mds abundantes.

Gen 25T+ SEM
mPRa 0.155+0.011
mPRB 0.113 £ 0.008
mPRy 0.025 + 0.003
mPRJ 0.020 £ 0.001
mPR& 0.0725 £0.010

nPR 2.602 £ 0.379

Tabla 4 - Valores de cada gen calculados como 274¢t (2-(Ct gen-Ct Ciclofilina B))

: N

mPRa
mPRf h

mPRy

mPRS

mPRe
nPR

B00RE[

Figura 6 — Representacion grafica, cualitativa de la abundancia relativa de mPRs y nPR en
hipéfisis de ratas hembra Sprague-Dawley (SD) en diestro. Los graficos de torta representan los
valores de cada gen (Tabla 4) calculados por Real Time qPCR (RT-gPCR), como porcentaje del
total de los receptores analizados. A) Representacién cualitativa de la proporcion de nPRs y
mPRs B) Representacidn cualitativa de las proporciones relativas de mPRs entre los diferentes

@tipos. /
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Una vez corroborada la expresion génica de los mPRs en adenohipdfisis, vy
conociendo la abundancia preponderante del mPRa, a continuacién analizamos la
expresion proteica y la co-localizacién de este receptor con diferentes hormonas
hipofisarias (PRL, LH y GH) por medio de la técnica de doble inmunocitoquimica (1CQ) en
células dispersas de adenohipdfisis de rata (Fig. 7). Como puede observarse en la Figura
7, tanto los lactotropos (PRL+) como los gonadotropos (BLH+) y somatotropos (GH+)
expresan mPRa. La expresion de dicho receptor habia sido previamente reportada en
gonadotropos (Ashley et al., 2009), pero no asi en lactotropos y somatotropos, donde la

expresion y funcién de este receptor no estaban descriptas.

Con el objetivo de determinar el porcentaje de células hipofisarias que
expresaban mPRa y mas especificamente qué proporcién de lactotropos expresaban
dicho receptor, se realizaron ensayos de citometria de flujo, luego de una previa doble
inmunomarcacién para mPRa y PRL en células de cultivo primario de adenohipdfisis de
ratas en diestro con una técnica que preserva la integridad de la membrana celular
(Sandra Zarate et al., 2012). Se cuantificaron aquellas células (eventos) inmunomarcadas
para cada anticuerpo (Figura 8) y se obtuvieron los siguientes porcentajes del andlisis de

los resultados:
- el 42.1 + 11.6% del total de células de la hipdfisis anterior resultaron positivas

para mPRa (Figura 8A)

- el 63% de las mPRa+ también resultaron positivas para PRL (Figura 8B-C).
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Negative Control Negative Control
Alexa 594 Alexa 488

Figura 7 — Expresidon de mPRa en células dispersas de adenohipdfisis de rata SD hembra adulta. La identificacion y co-
localizacién de mPRa con las hormonas hipofisarias PRL, GH y LH se realizé por doble inmunofluorescencia indirecta.
Las células adenohipofisarias fueron dispersadas en cultivo e incubadas con los anticuerpos especificos
correspondientes (anti-rat mPRa 306t, Thomas, 1:50 y anti-PRL, GH o LH especificos provistos por el Dr. A Parlow
1:1000). Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las flechas blancas indican lactotropos (PRL+), somatotropos (GH+) y
gonadotropos (BLH+) expresando mPRa. Para validar la especificidad del anticuerpo, células adenohipofisarias fueron
incubadas con suero normal o IgGs correspondientes a la especie de los anticuerpos primarios y luego incubadas con
anticuerpo secundario Alexa 594 o Alexa 488 en una dilucion 1:2000. Barra de escala = 20um




Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

4 N

A B C

Células adenohipofisarias totales

801 63%

PRL

589% 42% >

% de células mPRo+
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Figura 8 — Porcentaje de células adenohipofisarias de rata mPRa+ cuantificadas por citometria de
flujo (FACS). A) Representacion cualitativa de la distribucion de células mPRa+ y mPRa- respecto de
las células adenohipofisarias totales. B) Porcentaje de células adenohipofisarias mPRa+ no-
lactotropas (PRL-) y lactotropas (PRL+). C) Dot plot representativo. En rosa: seleccién (gate) de células
doble positivas (mPRa+ PRL+). N=5 /

Habiendo observado que una gran proporcion de células mPRa+ eran
lactotropos, y con el fin de evaluar el papel de dicho receptor en la funcionalidad del
lactotropo, valiéndonos de estrategias farmacoldgicas, estudiamos el efecto de un

agonista selectivo de mPRa/B: Org OD 02-0°; sin actividad agonista para los nPRs

(Castelnovo et al., 2017; Peter Thomas et al., 2007; Zuloaga et al., 2012) sobre la

secrecion de PRL.

Para ello realizamos incubaciones ex vivo de explantes hipofisarios de ratas

hembra adultas. El uso de este modelo experimental permite estudiar el efecto directo
de P4 y/o el agonista de mPRa/P en la hipofisis, evitando las bien conocidas acciones de
P4 en el hipotalamo que afectan indirectamente la funcién del lactotropo (Ver detalles

de la metodologia en MyM, Paginas 37-39).

Resulté interesante que el tratamiento con P4 (100 nM), durante 1 hora, inhibié

fuertemente la liberacién de PRL (Figura 9A), aumentando en consecuencia el contenido

de PRL en la hipdfisis (Figura 9B). El mismo efecto se observé luego del tratamiento con

® Quimicamente, Org OD 02-0 es un compuesto metilado derivado de la progesterona (10-etenil-19-
norprogesterona) cuya especificidad de union a mPRa y -p ha sido previamente demostrada en diversos
tipos celulares de rata, raton y humano (Castelnovo et al., 2017; Kelder et al., 2010; Zuloaga et al.,
2012).
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Org OD 02-0 (100nM), sugiriendo la participacion de mPRs en esta accién a corto plazo
de progesterona en la secreciéon de PRL. En la Figura 9C se muestran los valores
normalizados a PRL total (contenido hipofisario + PRL secretada al medio) de forma tal
de evidenciar que el aumento en el contenido de PRL en la glandula después del
tratamiento con P4 u Org OD 02-0 se debe principalmente a la inhibicidn de la secrecién

hormonal.
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Figura 9 — Efectos de la progesterona (P4,100 nM) y el agonista especifico de mPRs, Org OD 02-0
(02, 100 nM) en la secrecion de PRLy el contenido de PRL hipofisario en adenohipdfisis incubadas
ex vivo. A) PRL secretada en los medios recolectados luego de 1h de estimulo con los diferentes
tratamientos. ANOVA de un factor; ***p<0.001 P4 vs. V, ***p<0.001 02 vs. V, a=0.001 P4 vs. 02.
N=6 B) Contenido de PRL medido en homogenatos de adenohipofisis luego de 1 h de estimulo.

ANOVA de un factor; ¥*p<0.05 P4 vs. V, ¥*p<0.01 02 vs. V, N=6. C) Normalizacién de los niveles de
Qsecretada respecto del contenido hipofisario de PRL expresado como % de PRL total. /

Hasta aqui, y habiendo observado que la activacion especifica de mPRa/p conducia a

una inhibicién en la secrecidn de PRL ex vivo, nos propusimos validar nuestros resultados

en un modelo in vitro utilizando la linea celular GH3.
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El clon de células GH3, establecido en Julio de 1965 por A.H. Tashjian y
colaboradores, es una linea celular somatolactotropa derivada de un tumor hipofisario
desarrollado en ratas de la cepa Wistar Furth a los 7 meses de edad (Bancroft & Tashjian,
1970; Tashjian et al., 1970). Representa un excelente modelo para estudiar tanto los
efectos y mecanismos involucrados en la regulacion de la secrecién de PRL, como el

comportamiento de células lactotropas tumorales ante diferentes estimulos in vitro.

mPRs en células GH3

En primer término, tuvimos que caracterizar los mPRs en esta linea celular, y para

ello comenzamos estudiando la_expresidon génica de mPRs por RT-qPCR (Fig. 10) y

encontramos que todas las isoformas de mPRs se encontraban expresadas en las células
GH3y, al igual que en células hipofisarias normales, mPRa fue el subtipo mas abundante

entre los mPRs, seguido de mPRe y mPRp.

Luego evaluamos la_expresion proteica de los mPRs en las células GH3 por

Western Blot (WB) y por ICQ. Utilizando extractos de membrana plasmatica de células
GH3, y anticuerpos especificos contra mPRs, nPRs y PGRMC1 (Materiales y Métodos,
Tabla 3) detectamos la expresion proteica de mPRs, nPRs y PGRMC1 (Fig. 10B) mediante
WB. Se observaron bandas inmunorreactivas de los tamafios predichos previamente por
otros autores (Castelnovo et al., 2017; Pang et al., 2013, 2015; Peter Thomas, 2008) que
probablemente representan dimeros de mPRa (=80 kDa), mPRy y mPRe (=80 kDa), y
mondémeros de mPRp (=40 kDa) y PGRMC1 (=28 kDa).

Cabe destacar también que con un anticuerpo especifico para nPRs se
detectaron dos bandas a los pesos moleculares descriptos para PR-A y PR-B en las
muestras de extracto citosdlico del lisado celular (c), observandose bandas débiles a los

mismos pesos moleculares en las muestras de extractos de membrana (m).

Ademas, examinamos la expresion y localizacién de mPRs por ICQ y como puede
observarse en la Fig. 10C, mPRa, -B, -y, -€ y PGRMC1 se expresan en células GH3,
mientras que no logramos detectar mPR§, hecho que probablemente refleja los bajos

niveles de ARNm encontrados por g-PCR.
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Figura 10 — Expresién de los mPRs en células somatolactotropas GH3. A) Tabla 5: Valores de cada
gen expresados como 278Ct (27(Ct gen-Ct Ciclofilina B)) = N=3 por triplicado. Grafico de torta:
Representacién cualitativa de la abundancia relativa entre los subtipos de mPRs en células GH3.
B) Expresion proteica de mPRs, PGRMC1 y nPRs en extractos de membranas plasmaticas (m) y
extractos citoplasmaticos (c) de células GH3 por Western Blot. C) Expresion y localizacion de
mPRa, -B, -y, -6, -€ y PGRMC1 por inmunocitoquimica (ICQ) en células GH3. IN: Inespecifico,
células GH3 incubadas con IgG de conejo y anticuerpo secundario anti-conejo Unicamente.

Nucleos tefiidos con DAPI.
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

En pos de corroborar no sélo la expresion, sino también que efectivamente los
mPRs poseian la capacidad de unir P4 y Org OD 02-0 en las células GH3, realizamos un
ensayo de competicién simple. Para tal fin, incubamos extractos de membranas
plasmaticas de células GH3 con P4, 02 y R5020 (1 uM) en presencia de progesterona
radioactiva ([3H]-P4, 4nM) y luego medimos la capacidad de desplazamiento de los
competidores a la [*H]-P4 unida en un contador de centelleo (Fig. 11A). Como puede
observarse, tanto P4 como 02; pero no R5020, tienen la capacidad de unirse a los mPRs

en las células GH3.

Con estos resultados positivos acerca de la presencia y especificidad de los mPRs
en la linea celular, realizamos luego ensayos in vitro para analizar la funcionalidad de los
mismos, incubando a las células GH3 con los progestdagenos mencionados (Fig. 11B).
Observamos, luego de tan sélo 15 minutos de incubacién, que tanto P4 como el agonista
de mPRs Org OD 02-0 ejercen un efecto rapido, inhibitorio sobre la secreciéon de PRL;
mientras que este efecto no se observd con R5020, sugiriendo la participacion de mPRs,

pero no de los nPRs, en dicho efecto.
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Figura 11 — Efecto de P4, 02 y R5020 en los niveles de PRL secretada en las células GH3. A) Ensayo de
unién por competicién de progestagenos (1 uM) a [*H]-P4 (4nM) en extractos de membrana
plasmatica de células GH3. Andlisis de datos por ANOVA de un factor seguido del Test de
comparaciones multiples de Tukey. **p=0.0018 P4 vs. Control (V); ***p=0.0004 Org OD 02-0 (02) vs.
V; ¥**p=0.0003 P4 vs. R5020 y ****p<0.0001 02 vs. R5020. (N=3, por triplicado) B) Niveles de PRL
(medidos por RIA) luego de 15 minutos de incubacion de células GH3 con P4, 02 y R5020 (20 nM).
Andlisis de datos por ANOVA de un factor seguido del Test de comparaciones multiples de Tukey.
**p=0.0078 P4 vs. V; ¥**p=0.0012 02 vs. V; ¥*p=0.0315 P4 vs. R5020 y **p=0.0049 02 vs. R5020. (N=3,
por triplicado)
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

Estudios de mecanismos de senalizacion celular

Como menciondramos en la introduccién general, los mPRs son receptores de 7
pasos transmembrana acoplados a proteinas G (Y. Zhu et al., 2003; Yong Zhu et al.,
2008). Siendo que la sefializacion de mPRa en lactotropos era desconocida, como punto
de partida comenzamos estudiando las vias involucradas previamente reportadas para

este receptor en otros tipos celulares (Dressing et al., 2012; Pang et al., 2015).

Participacion de la proteina G inhibitoria en la activacion de mPRa en las
células GH3

Para estudiar la participacién de la via G inhibitoria, realizamos un
pretratamiento de las células durante 30 minutos con la Toxina de Bordetella pertussis
(PTX, 2.5 pg/ml), que desacopla la union receptor-proteina G inhibitoria, y luego
incubamos las células con la bateria de estimulos (P4, Org OD 02-0, R5020, 20 nM).
Finalizado el tiempo de tratamiento (15 minutos), medimos niveles de PRL en el medio
(Fig. 12A). Como resultado de este experimento pudimos observar que Org OD 02-0
disminuye los niveles de PRL en el grupo sin actividad de PTX (control con PTX
previamente inactivada). Sin embargo, este efecto no se observd al pretratar las células
con PTX indicando que el efecto inhibitorio mediado por mPRa es dependiente de la

activacion de una proteina G inhibitoria.

En segundo lugar, medimos niveles de Adenosin Monofosfato Ciclico (AMPc)
intracelular luego de incubar las células con los progestdgenos (Fig. 12B). Al cabo de 15
minutos, observamos que tanto P4 como Org OD 02-0, disminuyeron los niveles de
AMPc intracelular (medidos por enzimoinmunoanalisis), mientras que este efecto no se

observo con R5020.

Por otra parte, estudiamos la implicancia de la via de MAPK/ERK luego de la
activacion de mPRa: incubamos las células con P4 y Org OD 02-0 (20nM) durante 15
minutos y a partir del lisado celular, preparamos las muestras para WB y analizamos la

relacion entre ERK fosforilada y ERK total. Como se muestra en la Fig. 12C, tanto P4 como
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

el agonista de mPRa/p aumentan la relacién entre la quinasa fosforilada y la total

respecto de las células tratadas con vehiculo (V), indicado la participacion de esta via.

El resumen de las vias de sefializacidon involucradas luego de la activacién de mPRa en
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células GH3 se esquematiza en la Fig. 12D.
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Figura 12 — Segundos mensajeros involucrados en la activacion de mPRa en células GH3. A)
Pretratamiento de las células GH3 con Toxina de Bordetella pertussis (PTX activada, 2.5 ug/mL, 30
minutos) y posterior incubacion de las células con Org OD 02-0 (02, 20nM, 15 minutos). Los niveles de
PRL liberados al medio de cultivo fueron medidos por RIA. Como control, células GH3 fueron
pretratadas con PTX inactivada por calor y luego se realizaron los tratamientos con 02 tal cual fue
descripto. Los datos se analizaron con ANOVA de dos factores, seguido del Test de Bonferroni. *p<0.05.
B) Niveles de AMPc intracelular luego de los tratamientos con progestagenos (20 nM) durante 15
minutos. Los niveles de AMPc se midieron por un enzimoinmunoanalisis (EIA) especifico. Los datos se
analizaron con ANOVA de un factor. **p<0.01 R5020 vs. 02; ***p<0.001 02 vs. V; ¥***p<0.0001 P4 vs.
V'y P4 vs. R5020. (N=3, por triplicado) C) Fosforilacion de ERK, en relacién con los niveles proteicos de
ERK totales, medido por WB luego de los tratamientos con progestagenos en células GH3. Se
analizaron los datos por ANOVA de un factor seguido del Test de comparaciones multiples de Tukey.
*p<0.05 (N=3, por triplicado). Se utilizé EGF (100 nM) como control positivo de la fosforilacion de ERK.
QVIodelo esquematico de la sefializacion inducida por P4 y por 02, mediada por mPRa en ¢
GH3

élw)
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

Mecanismo novel de sefalizacion de los mPRs implicado
en la inhibicién de PRL

Factor de Crecimiento Transformante 31 (TGFB1)

El factor de crecimiento transformante 1 (TGFB1) es una citoquina ampliamente
distribuida en diversos tejidos, al igual que sus receptores serina/treonina kinasa tipos |
y Il (Pastorcic, De, Boyadjieva, Vale, & Sarkar, 1995; Sarkar, Chaturvedi, Oomizu,
Boyadjieva, & Chen, 2005; Sarkar, Kim, & Minami, 1992). TGFB1 se encuentra implicado
en multiples procesos bioldgicos como embriogénesis, desarrollo y homeostasis celular,
inmunidad humoral, proliferacién y apoptosis (ltoh, Watabe, & Miyazono, 2014; Watabe

& Miyazono, 2009; Zhang, 2018).

La biologia de TGFB1 es compleja e involucra numerosos componentes que, en

conjunto, regulan la actividad biolégica de esta potente citoquina.

Luego de su sintesis, TGFB 1 es secretado acoplado a proteinas de latencia que lo
mantienen anclado en la matriz extracelular, donde permanece inactivo, como reserva.
La liberacion de la citoquina de sus complejos latentes se denomina “activacion” y
representa un paso clave en la regulacion de su actividad biolégica (Annes, Munger, &
Rifkin, 2003; Rifkin, 2005; Todorovic et al., 2005). En este proceso intervienen diferentes
factores, entre ellos diversas proteasas, como plasmina, trombospondina 1 vy
metaloproteasas, que en general, son tejido especificos (Li et al., 2017; Rosini et al.,
2018). Es asi como, en la mayoria de los tejidos, sélo una pequefa proporcion de TGF31

se encuentra en estado activo.

Resultados previos de nuestro laboratorio sugieren que la activacion local de

TGFB1 en hipdfisis es una buena estrategia terapéutica para el tratamiento de

prolactinomas (Faraoni et al., 2017; M.V. Recouvreux, Camilletti, Rifkin, Becu-Villalobos,
& Diaz-Torga, 2012; M.V. Recouvreux, Camilletti, Rifkin, & Diaz-Torga, 2016; M.V.

Recouvreux et al., 2018).
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

En particular, antecedentes demuestran que:

- TGFB1 hipofisario media, al menos en parte, los efectos inhibitorios de la
dopamina sobre la proliferacion y secrecion de lactotropos. (M Victoria
Recouvreux, Guida, Rifkin, Becu-Villalobos, & Diaz-Torga, 2011; Sarkar et al.,
2005).

- Los niveles de TGFB1 activo se encuentran disminuidos en hipdfisis tumorales
respecto de las hipdfisis control (normales) en diferentes modelos animales de

prolactinoma. (Faraoni et al., 2017; M.V. Recouvreux et al., 2012).

Tratamientos in vivo con activadores locales de TGFB1 lograron reducir el peso

de las hipodfisis y normalizar los niveles de prolactina sérica en modelos experimentales
de prolactinoma rata y ratén al cabo de 4 semanas de tratamiento (Faraoni et al., 2017;

M.V. Recouvreux et al., 2012).

Por otra parte, trabajos previos del laboratorio demostraron que, tanto
dopamina como estradiol, los principales factores reguladores de la funcién del
lactotropo, modulan también la sintesis hipofisaria de TGFB1 y su activacién local. Sin
embargo, se desconocen aun los efectos de la progesterona sobre la activacion de

TGFB1 en hipdfisis y los receptores involucrados.

Trabajos recientes demuestran que P4 induce la decidualizacidn de endometrio
mediante un aumento de TGFB1 activo en células epiteliales que luego actuaria en
forma paracrina sobre los receptores de TGFB1 presentes en las células estromales (M.
R. Kim et al., 2005). Otra evidencia de la relacién P4-TGFB1 ha sido demostrada en el
tejido dseo, donde se describié que P4 induce un aumento en la actividad de TGFB1 en
osteoblastos favoreciendo el proceso de remodelacidon ésea (Luo, Liao, & Su, 2002).
Finalmente se observé que un co-tratamiento de E2 + P4 es necesario para mantener la
actividad apoptdtica de p53 en el epitelio mamario y asi suprimir la tumorogenesis de la

glandula. Este efecto de los esteroides seria mediado por TGFB1 (Becker et al., 2005).

Con estos antecedentes, nos propusimos profundizar la sefializacion intracelular
inducida por activacién de mPRs y evaluar la regulacion que ejerce progesterona y sus

analogos sobre la activacion de TGFB1 y los receptores involucrados.
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

Efecto de P4, 02 y R5020 en la activacion de TGFB1 en
células GH3

Postulamos que TGFB1 mediaria, al menos en parte, la inhibicién de las funciones

del lactotropo ejercida por P4 a través de los mPRs. Para corroborar esta hipdtesis

estudiamos los efectos rapidos de P4 y Org OD 02-0 sobre la activacion hipofisaria de
TGFB1. Continuamos con los ensayos in vitro en la linea celular GH3, y, como puede
observarse en la Figura 13, cuando las células GH3 fueron estimuladas con progesterona
(P4, 20mM) o con Org OD 02-0 (02, 20mM) durante 15 minutos se observé un aumento
significativo de la actividad de TGFB1 (niveles de TGFB1 activo en el medio de cultivo,

medidos por ELISA especifico (DY1679-05, R&D Systems).

Este efecto no fue observado (al menos no de significancia estadistica) cuando
las células fueron estimuladas con un agonista especifico de los receptores cldsicos de
progesterona (nPRs): R5020 (20nM), indicando que la activacion de TGFB1 inducida por

progesterona seria mediada por los mPRs en la linea celular GH3.

/ *kkk

Figura 13 - Efecto de los
3- — tratamientos con progestagenos
en la activacién del Factor de
crecimiento Transformante f1
21 - (TGFB1) en células GH3. Efectos de
progesterona (P4), Org OD 02-0
1- (02) y R5020 en los niveles de
TGFB1 activo medidos por ELISA.
Se analizaron los datos por ANOVA
de un factor seguido del test de
comparaciones multiples de Tukey,
**p=0.01; ***p<0.0001, N=5.

\_ /

Estos resultados demuestran por primera vez un mecanismo novel de accién de

TGFp1 activo
(% del control)

v P4 02  R5020

P4 a través de los mPRs. Para evaluar si especificamente el efecto observado de P4y Org
OD 02-0 en la activacién de TGFB1 estaba mediado por mPRa realizamos un ensayo de

silenciamiento génico.
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

Para ello, células GH3 fueron transfectadas con ARN pequefio de interferencia
(siRNA-mPRa) o con oligos inespecificos (CTL) durante 48hs. Luego, ambos grupos de
células fueron incubadas con P4, Org OD 02-0 y R5020 (20 nM) durante 15 minutos a
37°C y finalizado el tiempo, se midieron los niveles de TGFB1 activo en los medios
recolectados por un ELISA. Como puede observarse en la Figura 14, el silenciamiento de
mPRa anulé completamente el efecto de P4 y Org OD 02-0 sobre la activacion de TGFB1
en las células GH3 corroborando la participacidon necesaria de mPRa en la activacion de
TGFB1 inducida por ambos progestagenos. Como control de estos ensayos, se verifico el
efecto estimulatorio de P4 y Org OD 02-0 en células GH3 transfectadas con oligos
inespecificos (Figura 14A, Panel izquierdo). Asimismo, se confirmé por Western Blot la
eficacia del procedimiento de silenciamiento del receptor con siRNA -mPRa, al no
observarse la expresion proteica del mismo (la banda especifica que si se observé en el

grupo de células controles) (Fig. 14B).
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Figura 14 — Efecto del silenciamiento de mPRa en células GH3 sobre la activacién de TGFB1
inducida por P4 y Org OD 02-0. A) Efectos de P4 y Org OD 02-0 sobre los niveles de TGFB1 activo
medidos por ELISA en células GH3 transfectadas con oligos control (siRNA CTL) y GH3
transfectadas con siRNA para mPRa. Se analizaron los datos por ANOVA de dos factores seguido
del test de comparaciones multiples de Bonferroni, N=2 experimentos independientes por
triplicado, **p=0.01 P4 vs. V; ***p=0.0007 02 vs. V; interaccion significativa (p=0.0006). B)
Expresion proteica de mPRa en células GH3 transfectadas con oligos control (CTL) y en células
GH3 transfectadas con siRNA-mPRa; en extractos de membrana plasmdtica, medidos por
Western Blot. N=2.
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

Vias de senalizacion involucradas en la activacion de
TGFB1

A continuacién, estudiamos las vias de sefializacion involucradas en el efecto
observado sobre la activacidon de TGFB1 mediado por mPRa. Comenzamos estudiando
la participacidn de una proteina G de tipo inhibitoria. Realizamos un pretratamiento de
las células GH3 con PTX (2.5 pg/ml, 30 min) y luego incubamos con Org OD 02-0 (20nM,
15 min) (ver metodologia completa en M&M pdgina 42). Al finalizar el periodo de
incubacién, recolectamos los medios y medimos TGFB1 activo por ELISA (Fig.15A).
Observamos que 02 incrementd significativamente los niveles de TGFB1 activo; pero
este efecto no fue observado en aquellas células pretratadas con PTX, sugiriendo que el
efecto estimulatorio de 02 sobre los niveles de TGFB1 activo es dependiente de la

activacidén de una proteina G inhibitoria.

Para estudiar si efectivamente el efecto de mPRa involucraba la tipica cascada
de sefalizacién via Gi, con inhibicion de la adenilato ciclasa, tratamos las células GH3
con un inhibidor farmacoldgico de la enzima, el 2’,5'-dideoxyadenosine (ddAdo) (Enzo
Life Sciences, Farmingdale, NY). Como se observa en la figura 15B, ddADO imita el efecto
estimulatorio de Org OD 02-0 sobre la activacién de TGFB1, indicando que la inhibicién

de adenilato ciclasa es un evento involucrado en este proceso. Ademas, confirmamos la

participacidon de esta via estimulando a las células con un analogo permeable de AMPc
en alta concentracién (8-Br-AMPc, 10 uM) en co-tratamiento con los progestagenos. Al
cabo de 15 minutos, recolectamos los medios y medimos niveles de TGFB1 activo por
ELISA (Fig. 15C). La co-incubacién con 8-Br-AMPc anuld el efecto de 02 sobre TGFB1. Es
decir, para que la activacién de TGFB1 se produzca, es necesario que ocurra una
disminucion de los niveles intracelulares de AMPc, por lo tanto, frente al agregado de
AMPc exdgeno, el efecto estimulatorio de Org OD 02-0 en la activacion de TGFB1

desaparece.

Por ultimo, evaluamos la participacién de la via de ERK/MAPK. Utilizando un

inhibidor de MEK1 y 2, pertenecientes a la cascada de las MAPK (PD98059, 10 uM),
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Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

preincubamos las células durante 1 h y luego co-incubamos con Org OD 02-0 (20 nM, 15
min) (Fig. 15D). Tanto en el grupo pretratado con PD98059 como en el grupo control,
vimos un aumento significativo en los niveles TGFB1 activo de las células incubadas con
Org OD 02-0 respecto de las células control, indicando que la via de MAPK/ERK no estaria

implicada en dicho efecto.
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Figura 15 - Segundos mensajeros involucrados en la activaciéon de TGFB1 inducida por Org OD
02-0. A) Efecto de PTXa (PTX activada, 2.5 pg/mL) en los efectos estimulatorios de Org OD 02-0
en la activacion de TGFB1. Como control se incubaron las células con PTXhi (inactivada por calor,
2.5 pg/mL). Se analizaron los datos mediante ANOVA de dos factores seguido del test de
Bonferroni de comparaciones multiples, N=3 experimentos independientes, estimulos por
triplicado, **p=0.0035 02 PTXhi v. V PTXhi; *p<0.05 PTXa 02 vs. PTXhi 02; interaccidn
significativa (p=0.0453. B) Efecto del inhibidor de la AC, ddADO (50 uM) sobre la activacion de
TGFB1. ANOVA de un factor seguido del Test de Tukey, ****p<0.0001, *p<0.05, N=3, estimulos
por triplicado. C) Efecto de un co-tratamiento de 8-Br-AMPc (10 uM) y Org OD 02-0 en los
niveles de TGFB1 activo. ANOVA de dos factores seguido del test de Bonferroni de
comparaciones multiples, N=3, estimulos por triplicado, *p=0.02 Org OD 02-0 vs. V, **p<0.01
02 + 8-Br-AMPc vs. 02; interaccion significativa (p=0.0046). D) Efecto del inhibidor de la via de
ERK (PD98059 10uM) en la activacion de TGFB1 inducida por Org OD 02-0. ANOVA de dos
factores seguido del test de Bonferroni de comparaciones multiples, N=3, estimulos por
triplicado, *p=0.01 02 vs. V; *p<0.05 02 + PD98059 vs. V + PD98059; interaccidn significativa
(p=0.4696).
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Accion de progesterona en el hipotalamo mediada por mPRs

Ademas de la accién directa sobre la poblacion de lactotropos, P4 también regula
indirectamente la secrecion de PRL, al actuar sobre las neuronas dopaminérgicas en el
hipotdlamo (Lydia A. Arbogast & Voogt, 1994, 2002; Liu & Arbogast, 2010; Gerardo G.
Piroli et al., 1996; Gerardo Piroli et al., 1998). Este efecto ha sido bien estudiado en el
modelo de rata. Sin embargo, la contribucion de mPRs en este efecto era, hasta el

momento, desconocida.

Nuestra hipdtesis de trabajo es que los mPRs se expresan en el hipotdlamo vy
participan en acciones rapidas no gendmicas de la progesterona regulando

indirectamente la funcionalidad del lactotropo.

Para evaluar la contribucion de los mPRs en la accidon de progesterona sobre la

liberacion de dopamina (DA) (accidén que afectara indirectamente la liberacién de PRL)

comenzamos evaluando la expresion de mPRs en hipotalamo. Realizamos un ensayo
preliminar en tres ratas hembra, en el cual evaluamos la expresién de todos los tipos de
receptores de P4 mediante RT-gPCR en dos dreas hipotalamicas diferentes, por
separado, con el fin de determinar si habia diferencias en la expresidn de estos genes
en esas areas: el hipotalamo anterior, incluido el drea 6ptica, y el hipotalamo medio-
basal, incluida la eminencia media, extrayendo dichas areas como se describid
previamente en (Catalano et al., 2010). No se encontraron diferencias en cuanto a la
expresion de mPRs entre estas 2 areas (datos no mostrados), por lo tanto los siguientes

estudios se realizaron en hipotdlamos enteros de ratas hembra SD en diestro.

Gen 28T+ SEM
mPRa 1.270 £ 0.097
mPRB 1.875+0.124
mPRy 0.021 £ 0.006
mPRJ 0.736 £ 0. 103
mPR& 0.424 + 0.055

nPR 0.498 £ 0.045

Tabla 6 - Valores de cada gen calculados como 274¢t (2-(Ct gen-Ct Ciclofilina B))
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En base a los resultados de 2" mostrados en la Tabla 6 se presenta un analisis
cualitativo de las proporciones relativas de la expresion hipotaldmica de los receptores

de progesterona como grafico de torta (Fig. 16A).
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Figura 16 — Efectos del agonista de mPRs Org OD 02-0 y la progesterona en hipotdlamo de rata. A)
El grafico circular es una representacion cualitativa de la abundancia relativa de transcriptos de
mPRs y nPR en el hipotdlamo de ratas hembra control, medido por RT-gqPCR. B) Efecto de la
progesterona (P4, 6.5 mg/kg, sc) in vivo en la expresion de ARNm de TH en hipotdlamo de rata por
RT-gPCR. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de un factor. ***p=0.0004 (N=6). Cy
D) Efectos de Org OD 02-0 y P4 (100 nM) ex vivo sobre la liberacion de DA y sobre el contenido de
DA hipotalamico, respectivamente. Los niveles de DA secretados en el medio y en contenidos en el
hipotdlamo se midieron por Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). El set de datos fue

analizado por ANOVA de un factor, ****p<0.0001, N=5.

79




Capitulo 1: Expresion de mPRs en hipdfisis

En la Fig. 16A, puede observarse claramente, y llamativamente, que los mPRs
representan aproximadamente el 90% de los receptores de progesterona en el
hipotalamo de rata. Este porcentaje es realmente alto, en comparacidn con la expresion
de nPRs (aproximadamente un 10%), y en comparacién con los datos obtenidos en
hipdfisis. Del mismo andlisis se deduce que mPRa y mPRp tienen la expresién mas alta

entre los mPRs en el hipotalamo.

A la luz de estos resultados, proponemos que los mPRs participan en las acciones de

P4 a nivel hipotalamico y en pos de profundizar el estudio examinamos:

» El efecto de P4 in vivo sobre la expresidn de la enzima Tirosina Hidroxilasa (TH) en

hipotdlamos de ratas hembra

» El efecto de P4y el agonista de mPRs Org OD 02-0 en la liberacidon de DA en ensayos

ex vivo

Para ello, se realizé un tratamiento con progesterona in vivo (6.5mg/kg hidroxi-
progesterona, Proluton Depot, Schering, sc) en ratas hembra adultas de la cepa SD
inyectando a los animales y sacrificdndolos a diferentes tiempos (30 min, 2hs y 24 hs) de
tratamiento. Como controles se usaron ratas en diestro inyectadas con aceite de ricino
(vehiculo). Se extrajeron los hipotdlamos en Trizol® y se analizé la expresion de ARNm
de TH mediante RT-qPCR. Como puede observarse en la Figura 16B, P4 estimuld
significativamente la expresiéon génica de TH hipotaldmica a los 30 min y 2 h,

normalizdndose los niveles después de 24 h de tratamiento.

A continuacidén, y en base a estos resultados, evaluamos el efecto directo de P4 y Org
OD 02-0 (100 nM) sobre la liberacién de DA en explantes de hipotdlamo de rata
incubados ex vivo (Faraoni et al., 2017) (Detalles en MyM paginas 37-39). Los niveles de
DA liberados al medio, y el contenido hipotaldmico de DA fueron evaluados por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC) (Fig. 16C). Al cabo de 1 hora de
tratamiento, tanto P4 como Org OD 02-0, aumentaron significativamente la liberacion
de DA al medio. Sin embargo, no se encontraron diferencias en el contenido

hipotaldmico de DA después de los tratamientos (Fig. 16D).
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CONCLUSIONES CAPITULO 1

- Los mPRs se encuentran expresados en hipdfisis, siendo mPRa y mPRp los de
mayor expresion.

- Los lactotropos presentan alta expresiéon de mPRa.

- La activacidén especifica de mPRa produce una inhibicidon en la secrecion de
prolactina ex vivo.

- Lalinea celular GH3 derivada de un prolactinoma de rata, expresa mPRs, siendo
el a el mas abundante.

- La activacion de mPRa, via proteina G inhibitoria: (/) disminuye los niveles de
AMPc, (ii) aumenta la fosforilacion de ERK (iii) e induce la activacion de TGFB1
(un potente inhibidor de la funcidon del lactotropo); sugiriendo posibles
mecanismos para la inhibicién de PRL en células GH3.

- Los mPRs se encuentran altamente expresados en hipotdlamo (90% del total de
receptores de progesterona), siendo mPRa y mPRp los de mayor expresion.

- La activacién de los mPRs hipotalamicos induce la liberacién de dopamina.

DISCUSION DEL CAPITULO 1

Los mPRs median una gran variedad de acciones no gendmicas de los
progestagenos y se encuentran localizados en la mayoria de los tejidos reproductivos en
mamiferos (Dressing et al., 2011; Karteris et al.,, 2006). Los resultados del presente
estudio demuestran que los mPRs (ARNm y proteinas) se expresan en la glandula
hipofisaria y en la linea celular somatolactotropa GH3 siendo mPRa el mPR mas
abundante. Esto es consistente con estudios previos que muestran a mPRa como el
subtipo principal de mPRs expresado en hipdfisis de otras especies (Ashley et al., 2009;

Hanna & Zhu, 2009; Kazeto, Goto-Kazeto, & Trant, 2005).

Asimismo, mediante técnicas histoldgicas, detectamos la expresion de mPRa en
gonadotropos, somatotropos y lactotropos. La presencia del receptor en gonadotropos

enfatiza la implicancia de mPRa en el control del eje gonadotrépico-GnRH (Ashley et al.,
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2009). Estudios realizados por Sleiter y colaboradores, demuestran claros efectos
inhibitorios de P4 en la secrecion de GnRH y LH mediados por mPRa en roedores,
inclusive en el modelo transgénico de ratones KO para el receptor clasico nuclear (PR
KO) (Sleiter et al., 2009). La expresién en somatotropos también fue un hallazgo
interesante, ya que no existen al momento evidencias de un rol para este receptor en la
regulacion de GH por progesterona. Por otro lado, el hecho de que mPRa se encuentre
tan altamente expresado en la poblacion lactotropa, sugeria un rol fisiolégico de este

receptor en relaciéon a la regulacién de PRL.

El rol de la progesterona en la regulacion de PRL es controversial. Algunos
estudios han reportado una inhibiciéon (Haug & Gautvik, 1976; Huang, Tsai, Tung, &
Wang, 1995) mientras que otros sugieren que P4 promueve la secrecién de PRL (Yen &
Pan, 1998). Nuestros resultados postulan una accién regulatoria negativa de P4 sobre la

funcién del lactotropo actuando via mPRs.

De acuerdo con nuestros resultados, previas observaciones de Cramer et al.
demuestran que un tratamiento in vivo con progesterona estimula la liberacidon de
dopamina al sistema porta-hipofisario en ratas hembra (Cramer, Parker, & Porter,
1979b). De igual manera, otros autores sostienen que P4 actua a nivel hipotaldmico,
incrementando la actividad de TH, la principal enzima en la sintesis de dopamina,
conduciendo indirectamente a la inhibicion de secrecién de PRL (L A Arbogast & Voogt,

1993).

Por otro lado, durante mucho tiempo se pensd que tanto las acciones directas
como indirectas de la P4 en la secrecién de PRL dependian de la activacién de los
receptores nucleares (nPRs) (Jensik & Arbogast, 2011). Sin embargo, a lo largo de este
capitulo hemos demostrado la participacién de receptores no clasicos de membrana en
acciones rapidas de la P4 tanto a nivel hipofisario como hipotalamico. Mediante ensayos
ex vivo, que evitan la influencia hipotaldmica, comprobamos que tanto P4 como el
agonista de mPRa/B Org OD 02-0 disminuyen significativamente la secrecion de PRL
sugiriendo un rol inhibitorio de P4 sobre el lactotropo, actuando via mPRs. Si bien
nuestros resultados sugieren efectos directos en lactotropos, no descartamos la

posibilidad de participaciéon de efectos paracrinos siendo que mPRa se encuentra
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presente también en otros tipos celulares hipofisarios como gonadotropos y

somatotropos.

Asimismo, estudiamos las vias de sefializacidn implicadas en las acciones rapidas
inhibitorias de P4 en la secrecién de PRL, utilizando la linea celular somatolactotropa
GH3. En primer lugar, demostramos por las técnicas de Real Time gPCR, Western Blot e
ICQ que las 5 isoformas de mPRs se encontraban expresadas en las células GH3.
Nuevamente mPRa resultd ser el subtipo mds abundante. En segundo lugar,
demostramos, mediante un ensayo de binding por competicién simple, que P4y Org OD
02-0 pero no R5020 (agonista de nPRs) eran capaces de desplazar la unién de P4
radioactiva en extractos celulares de membranas plasmaticas de células GH3,
evidenciando la presencia de mPRs especificos y funcionales en células GH3.
Demostramos también in vitro (células GH3) que la secrecién de PRL es inhibida por P4
y por Org OD 02-0 (y no asi por R5020) en concordancia con los resultados obtenidos
con los mismos tratamientos en explantes hipofisarios. Ademads, concluimos que el
efecto inhibitorio de Org OD 02-0 involucra la activacion de una proteina G inhibitoria,
dado que el efecto del agonista de mPRs sobre la liberacién de PRL se previno con un
pretratamiento con la Toxina de Bordetella pertussis. De hecho, corroboramos que tanto
los tratamientos con P4 como con Org OD 02-0 son capaces de disminuir los niveles de
AMPc intracelulares, probablemente por la inhibicién de la enzima adenilato ciclasa. Por
ultimo, observamos que P4 y Org OD 02-0 aumentan la fosforilacién de ERK sugiriendo
otro posible mecanismo para la inhibicién de PRL en células GH3.

Cabe destacar aqui que ambos mecanismos de accidn, via proteina G; y niveles
reducidos de AMPc, y la activacién de ERK habian sido previamente descriptos como los
principales mecanismos mediante los cuales dopamina regula la sintesis y secrecién de

PRL en el lactotropo (Ben-Jonathan & Hnasko, 2001).

Por otra parte, ha sido descripto que, en hipdfisis, TGFB1 es uno de los posibles
mediadores de la accién inhibitoria dopaminérgica en lactotropos. La dopamina,
actuando a través del Drd2, up-regula la expresion y secrecion de TGFB1 contribuyendo
al efecto inhibitorio de dopamina (Sarkar et al., 2005, 1992, 1998). Segun estudios

previos de nuestro laboratorio, la actividad de TGFB1 hipofisario se encuentra finamente
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regulada por dopaminay estradiol, los principales factores involucrados en el control de
la funcién lactotropa (M Victoria Recouvreux et al., 2011); sin embargo nada se sabia
aun sobre la regulacion de esta citoquina por progesterona. Otros grupos han reportado
que la progesterona es capaz de activar TGFB1 en células tumorales de mama y en
células de pulmén (M. R. Kim et al., 2005; Kunzmann, Ottensmeier, Speer, & Fehrholz,
2018). Sin embargo, los mecanismos por los cuales la progesterona induce la activacién

de TGFB1 vy los receptores de progesterona involucrados se desconocen al presente.

Un descubrimiento novel de esta tesis es la activaciéon rapida de TGFB1 por
progesterona en un mecanismo mediado por mPRa en células lactotropas.
Demostramos que mPRa participa de estos efectos (i) con el uso de agonistas
farmacoldgicos, donde demostramos que Org OD 02-0 imita la accidn estimulatoria de
P4, mientras que esto no se observa con el agonista del nPR R5020; y (ii) en estudios de
silenciamiento génico con ARN pequeiio de interferencia, donde evidenciamos que la
expresion de mPRa es indispensable para que ocurra este efecto rdpido de P4 en la

activacion de TGFB1.

El efecto estimulatorio de Org OD 02-0 en la activacion de TGFB1 involucra la via
de activacién via proteina G inhibitoria y niveles reducidos de AMPc siendo que estas
acciones de Org OD 02-0 fueron bloqueadas frente a un pretratamiento con la toxina de
Bordetella pertussis y un co-tratamiento con un analogo permeable de AMPc (8-Br-
AMPc) respectivamente. Es interesante destacar, que esta misma via de sefializacién ha
sido descripta previamente en la activacion de TGFB1 por dopamina a través de sus
receptores tipo 2 acoplados a proteinas de tipo G inhibitoria en lactotropos de rata
(Sarkar et al., 2005). De acuerdo con nuestros resultados, Pastorcic y Sarkar (Pastorcic &
Sarkar, 1997) demostraron que un tratamiento de células adenohipofisarias con
Forskolina, un activador de AC, inhibid significativamente los niveles de TGFB1 en el
medio de cultivo y los niveles del mensajero de TGFB1 en extractos celulares. Por tanto,
es posible que la inhibicion de AMPc sea un mecanismo involucrado en la activacion de

TGFB1 por progestagenos.

Ademas de la via de AMPc, se ha observado que componentes de la via de MAPK
participan en la cascada de activacion de los mPRs en varios tipos celulares (Dressing et

al., 2012; Pang et al., 2013). Es asi como demostramos que la fosforilacion de ERK se
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encontraba involucrada en la inhibiciéon de PRL. Sin embargo, la inhibicion farmacoldgica
de esta via no fue suficiente para bloquear el efecto inducido por el agonista de los mPRs
en la activacion de TGFB1, sugiriendo que la cascada de MAPK no seria un evento

indispensable en dicho efecto.

Con respecto a la expresién de los mPRs en el hipotdlamo, encontramos
expresion de todas las isoformas, siendo mPRa la mas abundante, concordante con
estudios anteriores en rata y en tejido humano que muestran altos niveles de expresién
génica y proteica de estos receptores, no sélo en hipotdlamo sino también en otras

regiones cerebrales (Intlekofer & Petersen, 2011; Pang et al., 2013; Zuloaga et al., 2012).

Esto resulta de particular interés teniendo en cuenta que la regulacién de la
secrecién de PRL por progesterona puede darse también por un efecto indirecto a través
del hipotalamo. Se ha descripto que P4 actua sobre las neuronas del nucleo arcuato
regulando los niveles de expresidn de la enzima tirosina hidroxilasa (TH), clave en la
sintesis de dopamina. Estas acciones, no obstante, son controversiales en la bibliografia.
Si bien se han encontrado evidencias de que un tratamiento con P4 es capaz de inhibir
TH facilitando la liberacidon de PRL (Arbogast & Voogt 1993; Arbogast & Voogt 1994),
estudios previos demuestran que la induccién de la expresién de TH por P4 actuaria
contrarrestando los efectos crénicos estrogénicos y disminuyendo los niveles de PRL
sérica (Piroli et al. 1996). Esta discrepancia en los resultados podria deberse a varios
factores: el tipo de tratamiento (dosis, tipo de progestdgeno, duracion del estimulo), el
entorno hormonal, pero seguramente también al tipo de receptor de progesterona
involucrado, no tenido en cuenta en esos trabajos previos. Nuestros resultados
demuestran que la activacidn especifica de mPRa y B induce la liberacidn rapida de DA
en explantes hipotalamicos. Esta secrecion rdpida de DA in vivo conduce a una inhibicién

de la secrecion de PRL.

Resumiendo: demostramos la expresion, especificidad y funcién hipofisaria e
hipotaldamica de los mPRs, mediante los cuales P4 inhibe la secrecion de PRL: j) por
accion directa en hipofisis activando una proteina Gi; e ii) induciendo la rapida liberacion
de dopamina a nivel hipotaldmico. Estos resultados han sido recientemente publicados

en (Camilletti et al., 2018).
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INTRODUCCION CAPITULO 2

una OVX

ANTECEDENTES

Como mencionamos en la introduccion, este proyecto nace por la inquietud de

buscar terapias alternativas para prolactinomas resistentes a las terapias con drogas

dopaminérgicas. Dentro de ese contexto, nos enfocamos a estudiar la participacién de

la progesterona en el desarrollo de prolactinomas debido a la gran controversia

existente en la bibliografia. Esta controversia fue detallada en la introduccién y se

encuentra resumida en la Tabla 7.

Tipo DE P4 CePA RATA/ Q/3 OoVX MODELO Dosis EFECTOS DE P4 EN HIPOFISIS
RATON
PROGESTERONA HoLTZMAN Q v 0,8 INHIBE EFECTOS POSITIVOS
(SiGma) MG/KG ESTROGENICOS SOBRE LA
SECRECION DE PRL (Brann et
al., 1988)
LEVONORGESTREL  FISCHER F344 Q v RATAS DES PELLET DISMINUYE TAMARNO TUMORAL
(LNG) 12maG Y PRL SERICA ACTUANDO
PORRATA  SOBRE GALANINA, ESTIMULADO
POR E2 (G G PIROLI ET AL.,
2001)
PROGESTERONA SPRAGUE- d x RATAS DES  CAPSULA— DISMINUYE TAMANO TUMORAL
(SiGmA) DAWLEY No Y PRL SERICA. ACTUA VIP,
FIGURA ESTIMULADO POR E2
(Heinzlmann et al., 2010)
PROGESTERONA SPRAGUE- d x RATASDES  CAPSULA CAMBIA DISTRIBUCION DE
(SiGmA) DAWLEY -No CELULAS FOLicULO
FIGURA ESTRELLADAS EN LA GLANDULA,
ACTUA CON UN ROL
PROTECTOR EN LA FORMACION
DEL TUMOR (HEINZLMANN &
KovEs, 2008)
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Tipo DE P4 CEPA 2/ OVX  MODELO Dosis EFECTOS DE P4 EN HIPOFISIS
RATA/
RATON
PROGESTERONA WISTAR Q v Exvivo,A 10°M ANTAGONIZA LOS EFECTOS PRO-
(ROUSSEL- LAS DOS APOPTOTICOS DE TNF-A EN LACTOTROPOS
UcCLAF SEMANAS MEDIADO POR LOS ESTROGENOS (CANDOLFI
LABORATORY) DE LA ET AL., 2005)
OoVvX
PROGESTERONA RATON Q X RATON - LOS ALTOS NIVELES DE PROGESTERONA
ENDOGENA TRANSGENIC TRANSGEN ESTARIAN COLABORANDO EN LA
OVARICA O HCGB+ ICO FORMACION DE PROLACTINOMAS (RATNER
HCGB+ ETAL., 2012)
PROGESTERONA RATON Q v RATON LA OVX DISMINUYE LOS NIVELES DE PRLY
ENDOGENA/FAC DRrD2 KO DrD2 KO EL TAMANO HIPOFISARIO. UN
TORES TRATAMIENTO CON E2 NO RESTABLECE LOS
OVARICOS NIVELES DE PRL SERICA NI EL TAMANO

HIPOFISARIO ALCANZADO PREVIO A LA OVX
SUGIRIENDO LA PARTICIPACION DE LA P4 EN

LA FORMACION DE PROLACTINOMAS
(SCHUFF ET AL., 2002)

Tabla 7 — Diferentes resultados encontrados en la literatura sobre el rol de la progesterona en la

tumorogénesis hipofisaria

Esta disparidad de resultados podria explicarse, al menos en parte, por:

La cepa y el sexo de la rata utilizada dado que es conocido que diferentes cepas
poseen diferente sensibilidad al efecto estrogénico (Banerjee, De, & Sarkar,
1994; Banerjee, Sarkar, Weston, De, & Campbell, 1997; G Piroli, Lima, Diaz-Torga,
& De Nicola, 1994). Muchos grupos han realizado los estudios en ratas macho
para evitar la influencia del ciclo estral y de los factores ovaricos (Heinzimann &

Koves, 2008; Heinzlmann et al., 2010);

los diferentes procedimientos experimentales utilizados (tipo de tratamiento,
duracion, momento de inicio del co-tratamiento con progesterona, dosis

utilizadas, entre otros);

y en ninguno de los estudios realizados previamente se habia considerado la

posible accién de progesterona via mPRs.
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Respecto al primer item, en el caso de las ratas hembra, ademas de utilizarse
diferentes cepas, se habian utilizado modelos de ratas estrogenizadas enteras o
previamente ovariectomizadas (OVX), con resultados controvertidos. En este contexto,
lo primero que quisimos evaluar es el efecto de un co-tratamiento con P4 en nuestro
modelo experimental de ratas hembra Sprague Dawley de 60 dias, y a su vez evaluar si
la OVX afectaba realmente tanto el efecto crénico de los estrégenos como el posterior

co-tratamiento con P4.

Utilizamos los siguientes modelos animales:
e RATAS OVARIECTOMIZADAS (OVX)

La castracion de ratas hembra adultas SD fue realizada bajo anestesia quirurgica
inducida por Ketamina y Xilacina segun dosis recomendada por personal veterinario del
Bioterio IByME (k: 50 mg/kg y x: 10 mg/kg, IP). Los ovarios fueron removidos por una
incision en la regién dorsal, y procurando conservar la integridad muscular de la zona.
Al finalizar el procedimiento se suturd la incisién de forma tal de facilitar el proceso de
cicatrizacion. Los animales recibieron analgésico en el agua de bebida durante los 5 dias
post cirugia. Como grupo control se utilizaron ratas de la misma cepa y edad, en diestro
al momento del sacrificio. Las etapas del ciclo estral fueron determinadas mediante el
analisis de las proporciones celulares en muestras de frotis vaginal observados al
microscopio optico durante 2 6 3 ciclos consecutivos. Se eligid el estadio diestro para
disminuir la variabilidad en los controles, debido a que es el momento del ciclo estral de

menor concentracion hormonal de E2, PRL, P4.
e RATAS HEMBRA ESTROGENIZADAS (RATAS DES)

El modelo de ratas tratadas cronicamente con estrégenos ha sido ampliamente
utilizado en el estudio de los prolactinomas (Banerjee et al., 1994, 1997; Gerardo G.
Piroli et al., 1996). El tratamiento estrogénico crénico in vivo induce, en primer lugar una
hiperplasia, una hipertrofia y una desgranulacion de los lactotropos, con la consecuente
hiperprolactinemia y pérdida proporcional de otros tipos celulares hipofisarios. Estudios
bioquimicos sefialan que alrededor de la cuarta semana, esta hiperplasia deriva en un
adenoma de lactotropos o prolactinoma. Posteriormente se produce la ruptura de la

estructura de acinos celulares tipica de la glandula, la desorganizacion de la red de
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reticulina, la aparicidon de lagunas sanguineas y un marcado aumento de la angiogénesis
local. Bajo una exposicion estrogénica mas prolongada, el adenoma puede llegar a

convertirse en un adenocarcinoma.

Este modelo experimental, en nuestro laboratorio, consiste en la aplicacion de
un pellet subcutdneo de 20 mg del estrégeno sintético dietilestilbestrol (DES) en
hembras adultas SD, que induce, en alrededor de 4-6 semanas, un prolactinoma (Grupo
DES). Este procedimiento es realizado bajo anestesia con ketamina y Xilacina, segun
dosis anteriormente descripta. Si bien esta cepa SD es menos sensible a los estrégenos
que la Fischer 344 (F344), se ha demostrado que ya a la cuarta semana de tratamiento
crénico con estos esteroides en las ratas SD se produce una considerable hiperplasia e
hipertrofia de lactotropos que duplica o triplica en tamafo a una hipéfisis normal (Diaz-
Torga, Gonzalez Iglesias, Achaval-Zaia, Libertun, & Becu-Villalobos, 1998; Suarez et al.,
2003). Un grupo de estos animales fue tratado con progesterona (6.5mg/kg de
progesterona, Sigma-Aldrich, sc, 1 vez por semana), desde la semana 0 de colocado el
pellet DES (co-tratamiento con estradiol) hasta la semana 4 (Grupo DES + P4) como se

esquematiza en la Figura 17.

Pellet DES 20mg
0
|
|

1
|
I

3 4
| | TIEMPO (semanas)

2
|
I I |

4

<

Inyecciones 6
P4: 6,5 mg/rata -

Control: Vehiculo

I Hembras inyectadas sélo con P4

Hembras control en Diestro

Figura 17: Disefo experimental del tratamiento in vivo con progesterona en ratas
hembra estrogenizadas enteras (DES) u ovariectomizadas (OVX DES)
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Se utilizaron ademds hembras control en diestro (inyectadas con vehiculo, V) y

otro grupo de hembras no estrogenizadas tratadas sélo con progesterona (Grupo P4).

Este mismo esquema fue realizado en paralelo en otro grupo de hembras

previamente OVX (OVX 15 dias antes del implante del pellet DES), contando asi con los

grupos: OVX-Control (V, vehiculo), OVX + P4, OVX DES, OVX DES+P4). Luego de cuatro

semanas del inicio del experimento, y a las 48hs posteriores a la ultima inyeccién de P4,

se sacrificaron los animales de todos los grupos. Se pesaron las adenohipofisis extraidas

(sin el l16bulo neurointermedio) y se recolecté sangre troncal para la medicién de PRL

sérica por RIA. La Figura 18 muestra comparativamente los parametros de peso

hipofisario y prolactina sérica en todos los grupos experimentales evaluados.

>\

60+

*kE

1B * %k
E
o]
‘: 40_
1]
w
L
a
= 20
: -
w
1]
a
0 T T
v P4 v P4
DIESTRO DES
1000 i
e *kk
©  goo
[T
3
@ 600
E
g? 400
o [
x 20
= o] | |l
0 I .
Vv P4 v P4
DIESTRO DES

Peso hipofisario (mg) U0

PRL (ng/ml suero)

60+ L *k
N
N
0 N - & -
N P4 \ P4
ovX QVX DES
ok
1000 Lk KRk
800
600
400
.
20
10
1]
+ P4 N + P4
ovX OVX DES

Figura 18 - Peso hipofisario y PRL sérica al cabo de 4 semanas de tratamiento crénico con
estrégenos (pellet DES) y/o progesterona (P4) en ratas hembra Sprague-Dawley. A, B) Se
determind el peso de la hipdfisis de los grupos experimentales mediante una balanza de
precision. Los datos fueron analizados por un ANOVA de dos factores, seguido del test de
comparaciones multiples de Bonferroni. ***p<0.001 DES vs Diestro y OVX DES vs OVX;
**p<0.005 OVX DES + P4 vs OVX DES. C, D) Los niveles de PRL se midieron en el suero de las
ratas de los grupos experimentales por RIA. ANOVA de dos factores: ***p<0.001 DES vs

Q&stro y OVX DES vs OVX; ***p<0.001 OVX DES + P4 vs OVX.
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Como puede observarse en la Figura 18:

El tratamiento con P4 no tuvo ningun efecto per sé sobre el peso hipofisario y los
niveles de PRL en hembras enteras ni en OVX (grupos Diestro + P4 y OVX + P4)
El efecto del DES fue mas potente en las hembras que habian sido previamente
OVX (OVX DES) generado prolactinomas de mayor tamafio y una
hiperprolactinemia mads elevada respecto a las ratas intactas con tratamiento
DES (comparacién de grupos inyectados con vehiculo: OVX DES vs DES).

El co-tratamiento con P4 logré contrarrestar, al menos parcialmente, el efecto
estrogénico (tamafio del prolactinoma e hiperprolactinemia) sélo en las hembras
previamente OVX (OVX DES + P4), (no se observé efecto del co-tratamiento con

P4 en aquellas hembras con implante DES no ovariectomizadas).

A partir de estos resultados experimentales se remarca la importancia que tiene la

eleccidon del modelo experimental (OVX o intacta) para la evaluacion de los efectos de

esteroides en hipoéfisis normales y tumorales.

Por otro lado, de estos resultados, mds que conclusiones, surgen nuevos

interrogantes... Entre ellos:

1.

éPor qué un co-tratamiento con progesterona previene, al menos parcialmente,

el desarrollo del tumor sélo en las hembras previamente OVX?

¢Por qué las hembras previamente OVX tienen mayor sensibilidad al efecto
estrogénico, respecto a las hembras enteras con igual tratamiento? (desarrollan

tumores mas grandes);

Para responder estos interrogantes, dividimos el estudio posterior en dos areas:

1.

Efectos de la progesterona y tipo de receptores involucrados en hipéfisis normal
vs. tumoral (Capitulo 3). Impacto de una ovariectomia en la expresién de los

receptores (Capitulo 2).

Efectos estrogénicos y receptores no clasicos de estrégenos (GPER) que

participan en hipdfisis de ratas hembras en diestro intactas vs. OVX (Capitulo 4)
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& HIPOTESIS del capitulo 2

“La ovariectomia altera la expresion hipofisaria de receptores clasicos y no cldsicos de
progesterona determinando el perfil de respuesta a progesterona en ratas tratadas

crénicamente con estrégenos”

@ OBJETIVO GENERAL

Estudiar el impacto de la OVX en la expresion de los nPRs y mPRs en hipdfisis y la

regulacién de mPRs por estradiol y progesterona.

Objetivos especificos:

& Evaluar por RT-gPCR las alteraciones en la expresion y en la abundancia relativa
de mPRs hipofisarios inducidas por OVX

& Analizar la abundancia relativa de cada uno de los diferentes receptores en
hipdfisis de ratas control, OVX y OVX con reemplazo estrogénico

& Evaluar si existe una regulacidn ejercida por el estradiol y la progesterona in

vivo sobre la expresion de nPRs y mPRs post OVX
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RESULTADOS CAPITULO 2

Impacto de la OVX en la expresion de los mPRs en
hipofisis.

Es bien sabido que las hormonas ovdricas regulan la proliferacién de células
hipofisarias, asi como la secrecion de PRL (Ben-Jonathan, LaPensee, & LaPensee, 2008;
DeMaria et al., 2000; Freeman et al., 2000). En esta seccién evaluamos las alteraciones
en la expresion de los mPRs hipofisarios inducidas por la OVX en nuestro modelo
experimental: hembras intactas en diestro, y hembras luego de 15 dias de OVX.
Observamos, tal cual fuera demostrado anteriormente (Nolan & Levy, 2009a), que la
OVX no modificé el peso de la hipdfisis (Fig. 19A), aunque los niveles de PRL en suero se

redujeron significativamente (Fig. 19B).
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Figura 19 — Efecto de la ovariectomia en el peso hipofisario (A), PRL sérica (B) y contenido hipofisario
de PRL (C) en ratas hembra adultas SD. Los niveles de PRL en suero y el contenido hipofisario de PRL
fueron medidos por RIA. Los datos fueron analizados mediante la Prueba T de Student: A) ns, P=
0.6720 ratas OVX vs ratas control; B) ***P=0.0007 ratas OVX vs ratas control; C) ***p=0.0001 ratas

Qx vs ratas control. N=10 por grupo. /

Llamativamente, cuando evaluamos por RT-qPCR las alteraciones en la expresién

de mPRs hipofisarios inducidas por OVX, encontramos que luego de una OVX aumenta

significativamente la expresion génica de mPRa, mPRB y PGRMC1 en hipdfisis (Fig. 20).

No se observd ningun efecto de la OVX sobre la expresién de mPRS y mPRe. Por el
contrario, los niveles de ARNm de mPRy se encontraron reducidos en las hipdfisis de
hembras OVX respecto a hipoéfisis de hembras enteras. Cabe destacar aqui que la OVX
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indujo también una disminucidon muy significativa en la expresidon de los receptores

clasicos de progesterona nPRs.
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Figura 20 - Efecto de la ovariectomia en la expresidn génica hipofisaria de los receptores clasicos y
no clasicos de progesterona en ratas hembra SD. La expresién de ARNm de mPRs, Pgrmc1 y nPR fue
evaluada por Real Time qPCR. Los resultados se analizaron mediante el método de AACT, utilizando
Ciclofilina B como gen enddgeno (invariante frente a los tratamientos) y el valor promedio de las

hembras control en diestro como calibrador. Se analizaron los datos por Prueba T de Student:
w.OS; **p<0.01; ***p<0.001 OVX vs. Control. N=6. /

Esta alteracidn en la expresidn hipofisaria de los receptores de P4 inducidas por
la OVX, que resultd ser especifica para cada receptor, provoca a su vez una importante
alteracion en las proporciones relativas de los mismos, hecho que seguramente impacta

en la respuesta final hipofisaria a la accién de P4.

Para evaluarlo, analizamos por RT-gPCR la abundancia relativa de cada uno de
los diferentes receptores en hipdfisis de ratas hembra SD en Diestro (CONTROL),
ovariectomizadas (15 dias post OVX), y ovariectomizadas con reemplazo estrogénico
(OVX + valerato de estradiol (E2, sc, 0.2 mg/kg, 24hs, tratamiento realizado 15 dias post
OVX) (Figura 21).
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Figura 21 — Representacion cualitativa de la proporcidn relativa de los receptores de progesterona
(por RT-gPCR) en adenohipodfisis de ratas control en diestro (panel izquierdo, CONTROL),
ovariectomizadas (panel central, OVX) y OVX tratadas con valerato de estradiol (0.2 mg/kg, sc, 24
hs, panel derecho, OVX + E2). Los graficos de torta representan la proporcion relativa de los valores
de cada gen (Tabla 8), respecto al total de receptores, calculados como 22¢t (2~ (Ct mPRs/PR-Ct Ciclofilina
B)). Todos los primers presentaron una eficiencia promedio entre 97-99%. N=6.

B00EL

El valor de cada gen representado fue calculado como 22, siendo el ACt
equivalente al Ct de cada receptor — Ct del gen de referencia (Ciclofilina B), detallado en
la Tabla 8. Este analisis nos permite ademds comparar en forma cualitativa la proporcién
aproximada de cada receptor respecto al total de receptores de P4 (Metodologia

propuesta por (Pang et al., 2013).

Control oVX OVX + E2
Gen 2°5¢T + SEM
mPRa 0.155+£0.011 0.083 £0.019 0.038 £ 0.002
mPR6 0.113 £+ 0.008 0.047 £ 0.005 0.032 £ 0.003
mPRy 0.025 +0.003 0.009 £ 0.002 0.011 £+ 0.001
mPRJS 0.020 + 0.001 0.008 £ 0.001 0.006 + 0.001
mPR& 0.0725 £0.010 0.024 £ 0.004 0.022 +£0.002
nPR 2.602 +0.379 0.292 £ 0.044 0.729 £ 0.043

Tabla 8 - Valores de cada gen calculados como 272¢t (2-(Ctgen-Ct Ciclofilina B))
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Como puede observarse en forma grafica, luego de una OVX se incrementa
significativamente la expresidn relativa de los mPRs entre todos los receptores de P4. Es
interesante destacar que en la hipdfisis de una rata control, el % de mPRs corresponde

aproximadamente a un 15% del total, y esta proporcidn aumenta a practicamente el

triple _en la hipdfisis de una hembra OVX (45%). Este aumento, estaria dado

principalmente por un incremento de la proporcién de mPRa y mPRB y por una
disminucion significativa en la proporcion de nPRs. Estas alteraciones se revierten

totalmente luego de un tratamiento de 24hs con E2 (OVX+E2).

Entre las alteraciones inducidas por la OVX sobre la expresién de receptores de
progesterona, se destacan en particular el aumento observado en la expresiéon de mPRa,
mPRB y PGRMC1 y la marcada disminucidn de los nPRs (Figura 20). El hecho de que las
proporciones relativas de estos receptores se recuperen luego de un tratamiento
estrogénico de 24hs, sugiere un control negativo ejercido por los esteroides ovaricos.

Con el objetivo de evaluar esta regulacién mas en detalle, se realizaron nuevos
estudios in vivo: tratamientos agudos a diferentes tiempos (1h, 2hs y 24hs) con E2 o P4

en hembras adultas SD en diestro, considerando los siguientes grupos:

- E2 (0.2 mg/mg, valerato de estradiol, sc)
- P4 (6.5mg/kg progesterona, Sigma-Aldrich, sc)

- Controles: inyectados con aceite de ricino (vehiculo, sc)

Al finalizar los tratamientos los animales fueron sacrificados, se extrajeron las

hipdfisis anteriores y se analizé la expresién génica de mPRa, mPRB y PGRMC1 en los

diferentes grupos (Figura 22).
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Figura 22 - Efecto de E2 y P4 en la expresion hipofisaria de mPRa, mPR8 y Pgrmcl. A, B y C)
Regulacién por E2 de los niveles de ARNm de mPRa, mPRB y Pgrmc1 in vivo. Brevemente, ratas
hembra SD fueron inyectadas con valerato de estradiol (sc, 0.2 mg/kg) y luego sacrificadas al cabo
de 1h, 2hs y 24hs. Los niveles de ARNm de fueron determinados por RT-qPCR en homogenatos
de hipdfisis. D, E y F) Regulacion por P4 de los niveles de ARNm de mPRa, mPRB'y Pgrmcl in vivo.
De modo similar, ratas SD fueron inyectadas con progesterona (sc, 6.5 mg/kg) y luego sacrificadas
al cabo de 1h, 2hs y 24hs. Los niveles de ARNm de fueron determinados por RT-qPCR en
homogenatos de hipdfisis. Analisis estadistico de los resultados: ANOVA de un factor, seguido de
Test de Tukey, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001 tratamientos vs control. N=5 por grupo.

Con estos ensayos podemos deducir que la expresién hipofisaria de mPRa, mPR6B
y Pgrmc1 se encuentra bajo una regulacion estrogénica negativa (Fig. 22A, By C). Esto
explicaria, al menos en parte, el incremento en la expresion de los mismos observado
luego de una OVX. El efecto del tratamiento con P4, en cambio, fue especifico para cada
receptor: no modificd la expresion de mPRa (Fig. 22D), disminuyd significativamente la
expresion de mPRB (Fig. 22E), y aumento significativamente expresion génica de Pgrmc1

(Fig. 22F).

Por otro lado, estudiamos en profundidad la disminucidon de los nPRs luego de

una OVX. Es sabido que la respuesta a P4 depende intimamente de la correcta relacién
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entre las dos isoformas del nPR: PR-A y PR-B; y esta proporcion cambia en el proceso
tumorogénico (Lamb, Fabris, Jacobsen, Molinolo, & Lanari, 2018; Rojas et al., 2017;

Wargon et al., 2015).

Evaluamos el impacto de la OVX en ambas isoformas analizando
comparativamente los niveles de ARNm del nPR total (PR-A + PR-B) y utilizando un
segundo set de primers para detectar especificamente al PR-B. Como se observa en la
Figura 23, los niveles de nPR fueron significativamente menores en ratas OVX (Fig. 23A)
y esto pareceria estar dado por una marcada disminucién de la isoforma B (Fig. 23B).
Para corroborar nuestros resultados, medimos la expresion proteica de ambas

isoformas por Western Blot (Fig. 23Cy D).
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Figura 23 — Efecto de la OVX en la expresion hipofisaria de los nPRs. A) Expresidn hipofisaria
del nPR y B) del PR-B por RT-gPCR luego de la OVX. Se analizaron los datos con la Prueba T
de Student: **p=0.0037 y ***p<0.001, OVX vs. Control (N=6). C) Expresién de PR-A y PR-B

en extracto proteico de homogenato de hip&fisis de ratas hembra SD en diestro (CTRL) y OVX
medido por Western Blot. Prueba T de Student, *p=0.04 y ***p=0.0001.
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A continuacién, como vimos una alteracién en los nPRs frente a la falta de
esteroides ovaricos, ensayamos la regulacién in vivo de E2 y P4 de los nPRs y
especificamente de la isoforma B. Observamos que el E2 modula positivamente los
niveles hipofisarios de ARNm del nPR total (Fig. 24A) y P4 lo hace negativamente (Fig.
24C) tal como fue descripto en (Turgeon & Waring, 2000). Curiosamente, estas
regulaciones parecerian ser ejercidas especificamente sobre el PR-B hipofisario. Como
se muestra en la Figura 24B, los niveles de ARNm del PR-B aumentaron
significativamente con el tratamiento con E2, siendo este efecto maximo a las 24h de
tratamiento. Por el contrario, el efecto de un tratamiento agudo con P4 fue bifdsico, con

un aumento significativo luego de 1 h y una marcada disminucidon luego de las 24 h de

PR-B \

tratamiento (Fig. 24D).
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Figura 24 - Efecto de E2 y P4 en la expresion hipofisaria de nPR total y PR-B. Ay B) Regulacidn por
E2 (0.2 mg/kg, sc; 1h, 2h y 24h) de los niveles de ARNm de nPR y PR-B in vivo. Cy D) Regulacién
por P4 (6.5 mg/kg, sc; 1h, 2h y 24h) de los niveles de ARNm de nPRy PR-B in vivo. Los niveles de
ARNm fueron determinados por RT-qPCR en homogenatos de hipdfisis. Andlisis estadistico de los
resultados: ANOVA de un factor, seguido de Test de Tukey, *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001
tratamientos vs control. N=6 por grupo.
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CONCLUSIONES CAPITULO 2

- En ratas hembra, una ovariectomia induce importantes alteraciones en la

sensibilidad de respuesta a los esteroides ovaricos.

- Un tratamiento crénico con estrégenos desarrolla un prolactinoma de mayor
tamafio y una hiperprolactinemia mas severa cuando la hembra es previamente

OVX (en comparacién con el tumor desarrollado en una hembra intacta).

- Un co-tratamiento con P4 contrarresta parcialmente el efecto estrogénico, sélo

en hembras previamente OVX.

- La OVX induce un aumento significativo en la expresion hipofisaria de mPRa y
mPRB. Esto es debido, al menos en parte, a la regulacién negativa ejercida por el

estradiol sobre la expresidon de ambas isoformas.

- Esta alta proporcién de mPRa y mPR8 en hipdfisis de hembras OVX, sumado a
los resultados del capitulo 1 del presente trabajo (donde demostramos que P4

inhibe PRL via mPRs), podrian explicar por qué la progesterona logra

contrarrestar el efecto del tratamiento créonico estrogénico soélo en hembras OVX

(Grupo DES OVX + P4).

DISCUSION CAPITULO 2

La accidn protectora de P4 en el desarrollo tumoral ha sido demostrada en ratas
hembra tratadas crénicamente con estrégenos (Heinzlmann & Koves, 2008;
Heinzlmann, Koves, Kovacs, & Csernus, 2011; Heinzlmann et al., 2010; Gerardo G. Piroli
et al., 1996) previamente ovariectomizadas. Acorde a estos estudios, en este capitulo
observamos que un tratamiento con P4 previene parcialmente los efectos de DES sélo
en hembras previamente OVX. Estos resultados podrian ser explicados a la luz de la

incrementada expresion de los receptores no clasicos de progesterona de membrana.
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En ratas OVX, la expresion hipofisaria de mPRa se triplica y la de mPR6 duplica.
En consecuencia, la proporcion relativa de los mPRs respecto de los receptores totales
de P4 aumenta considerablemente en la hipdfisis de ratas OVX. Es decir que, si tenemos
presentes los resultados del Capitulo 1, podemos inferir que la hipéfisis de una hembra

OVX serda mas sensible a los efectos inhibitorios de P4 ejercidos a través de los mPRs.

Ademas, encontramos que los niveles de ARNm de Pgrmc1 incrementaban tres
veces luego de la OVX. Este aumento de mPRa, 8 y Pgrmc1 probablemente es debida, al
menos en parte, a la falta de estrégenos ovdricos, dado que encontramos una regulacién

negativa del estradiol sobre la expresién de los mismos.

Si bien en el presente trabajo no evaluamos los efectos sobre proliferacion, la
participacién de P4 en efectos anti-proliferativos y/o apoptéticos via mPRs se encuentra
detallada en la literatura: (i) Investigaciones en una linea celular de cancer de ovario
prueban que tanto progesterona como el agonista de los mPRs aumentan la expresion
de genes pro-apoptéticos como BAX mediante la activacion de la via de JNK 1/2 y p38, y
los autores proponen que la activaciéon farmacoldgica de mPRa, -B y -y, altamente
expresados en ovario, podria proveer un potencial abordaje terapéutico para pacientes
con un estadio de enfermedad avanzada (Charles, Thomas, & Lange, 2010); (i/) De
acuerdo con estos estudios, la activacion de mPRs en dos lineas celulares de mama
carentes de nPR (MCF10A y MCF12A) disminuye la proliferacion celular en un efecto
mediado por la via de MAPK y AKT/JNK (Salazar, Lerma-Ortiz, Hooks, Ashley, & Ashley,
2016).

Ciertas acciones anti-apoptdticas mediadas por mPRa y mPRB, han sido
reportadas en cancer de mama. Tales efectos de P4 dependerian de la transactivacion
del PR-B (Dressing et al.,, 2012). Esto resulta particularmente interesante si
consideramos que los tumores de mama resistentes o que adquieren resistencia a
terapias endocrinas con anti-progestdagenos muestran mayores niveles de PR-B
(McGowan et al.,, 2007; Rojas et al., 2017, Wargon et al.,, 2015) y los efectos
proliferativos de P4 en la glandula mamaria estarian mediados principalmente por este

receptor.
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Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados y nuestros resultados,
postulamos P4 logra contrarrestar parcialmente el efecto de un tratamiento crénico
estrogénico sélo en hembras OVX. Esto es debido, al menos en parte, a: (i) la alta
proporciéon de mPRa, mPRB y Pgrmcl, (ii) la marcada disminucidn del PR-B observada
en hipdfisis de hembras OVX, vy (iii) tal como demostramos en el Capitulo 1, la accién

inhibitoria que ejerce la P4 via mPRs (significativamente incrementados en OVX).

Estos resultados en conjunto clarifican los antecedentes contradictorios en
bibliografia acerca del efecto de un co-tratamiento con progesterona sobre el desarrollo
de un prolactinoma inducido por estrégenos; y, por otro lado, enfatizan cuanto impacta
el modelo animal utilizado, ya que por ejemplo una OVX sensibiliza a la hipofisis al efecto
proliferativo de los estrégenos y a su vez altera completamente la proporcién de PRs

hipofisarios y por lo tanto la respuesta final a progesterona.
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INTRODUCCION CAPITULO 3

El uso de la progesterona y sus analogos en tratamiento médicos ha aumentado
notablemente durante la Ultima década. La administracién exégena de esta hormona
tiene multiples aplicaciones: en mujeres se utiliza para mantener el embarazo en ciclos
de reproduccién asistida, para controlar el sangrado anovulatorio persistente, en la
prevencion de nacimiento prematuros y en terapias de reemplazo hormonal en la
menopausia (Haas, Hathaway, & Ramsey, 2018; Mirkin, Amadio, Bernick, Pickar, &
Archer, 2015). Por otro lado, estd siendo investigada como potencialmente beneficiosa
en el tratamiento de la esclerosis multiple (Xin et al., 2015) y siendo utilizada para
tratamientos en cancer (J. J. Kim, Kurita, & Bulun, 2013) y trastornos neuroldgicos en

ambos sexos (De Nicola et al., 2013; Hoffman, Merchenthaler, & Zup, 2006).

Particularmente en esta tesis, nos propusimos estudiar la participacién de la

progesterona en la tumorogénesis hipofisaria, y los receptores involucrados.

Habiendo descripto previamente que
- Los mPRs se expresan en la poblacion lactotropa normal y en la linea celular
tumoral GH3

- Los mPRs participan de los efectos inhibitorios de la P4 sobre los lactotropo.

En esta seccidn, y basados en los resultados anteriores, evaluamos las alteraciones
en la expresién de mPRs durante la tumorogénesis hipofisaria en tres modelos

experimentales de prolactinomas:

Modelos animales de prolactinomas

1. MODELO DE PROLACTINOMA EN RATAS (RATAS DES)

Previamente detallado en el Capitulo 2 del presente trabajo.

2. RATONES KNOCKOUT PARA EL RECEPTOR DOPAMINERGICO D2 (DRD2KO)
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Capitulo 3: mPRs en modelos experimentales de prolactinoma

Los ratones knockout para el receptor dopaminérgico D2 (RD2), (designacion oficial
de la cepa: B6.129S2-Drd2t™¥% 3 cargo del Induced Mutant Resource en el
Laboratorio Jackson (Bar Harbor, ME)), fueron generados por los Dres. Malcolm Low
y Marcelo Rubinstein en Portland, Oregon, USA, por mutagénesis dirigida del gen
RD2 en células embrionarias (Asa, Kelly, Grandy, & Low, 1999). Especificamente se
realizé una delecién completa del exdn 7 y la mitad 5” del exdn 8 del gen del receptor
dopaminérgico D2 murino mediante recombinacién homoéloga. Dichos exones
codifican para los ultimos dos dominios transmembrana del receptor D2, el tercer
loop extracelular y el extremo carboxi-terminal intracitoplasmatico, por lo cual estos

ratones genéticamente modificados (desde ahora: KO) carecen_ de RD2 funcionales.

La cepa hibrida original (12952/Sv X C57BL/6J) con el alelo mutado para el RD2 fue
retrocruzada por ocho generaciones consecutivas con ratones silvestres C57BL/6).
En nuestro laboratorio se demostré anteriormente que los ratones KO de ambos
sexos poseen mayores niveles de PRL sérica que sus pares salvajes (desde ahora:
WT) ya en la sexta semana de vida y que, en las hembras, la prolactinemia siempre
es mayor que en los machos (Diaz-Torga et al., 2002). A los 8 meses las hembras KO
desarrollan hiperplasia hipofisaria de lactotropos con un aumento del peso de la
hipofisis de 2-3 veces respecto a las hembras WT. Histoldgicamente se pueden
observar zonas con peliosis o glébulos rojos extravasados en cavidades no
circunscriptas por células endoteliales. A esta edad no se ven signos de
transformacién neopldsica, manteniéndose intacta la arquitectura determinada por
la red de fibras de reticulina. Por otro lado, los machos de 9 a 12 meses no presentan

mayores alteraciones adenohipofisarias.

En los siguientes experimentos, los animales de este modelos fueron utilizados a la

edad de 8 meses.

3. RATONES HCGB +:

Los ratones hCGpB+, desarrollados por el Dr. Huhtaniemi y la Dra. Rulli, son ratones
de la cepa FVB/n genéticamente modificados que expresan en forma hemicigota el
gen de la subunidad B de la gonadotrofina coridnica humana (hCGB) bajo el
promotor de la ubiquitina C (Rulli et al., 2002). La alta bioactividad de LH/hCG

produce una elevada estimulacién ovdrica, y masiva luteinizacién, con una

106



Capitulo 3: mPRs en modelos experimentales de prolactinoma

consecuente elevada secrecion de progesterona (hembras hCGB+ 200 nM vs.
hembras WT 10 mM). Las hembras hCGB+ presentan pubertad precoz e infertilidad
con estructura uterina anormal. Estas hembras exhiben un aumento transitorio de
estradiol durante la peripubertad, mientras que en la adultez los niveles alcanzan
valores normales. A pesar de niveles estrogénicos fisioldgicos, las hembras hCGp+
desarrollan prolactinomas de gran tamafo a edad avanzada (Ahtiainen et al., 2010).
Los machos adultos de este modelo son fértiles y manifiestan espermatogénesis
normal pese a los niveles reducidos de FSH y a la disminucidn en el tamafio testicular.
Recientemente nuestro grupo ha descripto el rol del sistema TGFB1 y las diferencias
sexuales existentes en este modelo en el desarrollo de adenomas hipofisarios de
lactotropos (Faraoni et al., 2017; M.V. Recouvreux et al., 2018). En los siguientes

experimentos, los animales de este modelo fueron utilizados a la edad de 6 meses.
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Capitulo 3: mPRs en modelos experimentales de prolactinoma

3 HIPOTESIS

“La activacion de mPRs representa una potencial herramienta alternativa para el

tratamiento (inhibicién) de la hiperprolactinemia patoldgica”

3 OBJETIVOS

1. Caracterizar la expresion hipofisaria de mPRs en tres modelos experimentales de
prolactinomas:
- Ratones hembra Drd2KO (ratones que carecen del receptor de dopamina
funcional tipo 2) (M. A. Kelly et al., 1997),
- Ratones hCGpB+ (ratones que sobreexpresan hCGp) (Rulli et al., 2002), y
- Ratas DES, tratamiento crénico con estrégenos sintéticos (Gerardo G.

Piroli et al., 1996)

En los 3 casos, comparativamente con sus contrapartes de tipo salvaje (WT) / o rata

control en diestro.

2. Estudiar el efecto de un agonista de mPRs Org OD 02-0 (Kelder et al., 2010; Pang

et al., 2013) sobre la hiperprolactinemia presente en los modelos tumorales.
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Capitulo 3: mPRs en modelos experimentales de prolactinoma

RESULTADOS CAPITULO 3:

Expresion de mPRs en tres modelos de prolactinoma

Comenzamos estudiando la expresidn hipofisaria (por RT-gPCR) de mPRa, 8, y, 6
y € en hembras Drd2KO y hCGB+ y ratas DES, en comparacién con sus contrapartes
WT/control en diestro. Como se muestra en la Figura 25, las hembras de los tres modelos
animales de prolactinoma comparten las caracteristicas asociadas al desarrollo tumoral,

tales como el aumento del peso hipofisario y una marcada hiperprolactinemia.

A B
1000+
a 5' *hkk _—
E E 800- xkkkk
- 44 B
L2 e
& J = 6004
& 3 8
= =
- 24 g 400+
=
o 1 Z 200
@ o
e 0-
HWT HDrd2 KO HWT HDrd2 KO
Cc " D
— 301 10000+
o
kkkk _—
E ‘E 8000 k
) ES)
— 20-
S < 60001
7] <
= L
=4 G 4000
_g 10+ 5
g oo
o 5°L:|_-_
0- [}
HWT  HhCGp+ HWT  HhCGp+
E F
60- 500 Kk
a Kkkk -
= E 400
° D
Q
401 £ 300
= o
2 o
5 £ 200
i=s 20 »
S 2 100
% o 60
o
e DES CTRL DES
Figura 25 — Pardmetros tumorales de los tres modelos animales al

momento del sacrificio. Se analizaron los datos mediante la Prueba T de
Student, *p<0.05, ****p<0.0001, N entre 15 y 20 animales/grupo.
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Capitulo 3: mPRs en modelos experimentales de prolactinoma

En la Figura 26 puede observarse que a excepcién de mPRy, las expresiones de
los otros mPRs (mPRa, -6, -6 y —€) son significativamente menores en las hipodfisis
tumorales de Drd2KO y hCGB+ en comparacién con sus contrapartes de WT. En el
modelo de ratas DES, en cambio, la expresiéon de todas las isoformas de mPRs se
encontrd disminuida en las hipofisis tumorales en comparacion con las hipéfisis control

(hembras en diestro), (figura 26C).

(A . )
2
N
S 10 L u
) . O HWT
ES iy - ; == HDrd2 KO
= 0.5
=
x
<
0-0 T é T % ]
¢ A %
& - Yol & Yo
g & & & & ¢
1.5
1]
=
g _ 107 At N
] CJ HWT
) = B HhCGp+
£ 0.5
pa wkek
n: *kk Fokok
i |
0-0 L} II L} T ll
& % 4 ° %
& & & e -
c & & & & ¢
1.5
2
)
I L o o R o o= R e
g:_ © . J HCTRL
g S sk o == HDES
£ 0.5 -
z “BiF
<
0 0 T T T L Ii
& 9 4 D ]
<& & & ' &
& & & & ¢
Figura 26 — Expresién hipofisaria de mPRs en diferentes modelos animales de prolactinoma.
A) Ratones hembra Drd2 KO B) Ratones hembra hCGB+; C) Ratas tratadas con DES y sus
contrapartes WT/control. Se determinaron los niveles de expresién de ARNm por la técnica
de Real Time gPCR. Los resultados fueron luego analizados mediante la Prueba T de Student,

de cada mPR en hipdfisis tumoral vs control en cada modelo. *p<0.05, **p<0.01,
wp<0.001, N=6. /
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La Tabla 9 muestra los valores promedio obtenidos para cada gen, incluidos los
nPRs, expresados como 274Ct; 2-{gen Ct-Ct Ciclofilina B pyede observarse en la tabla que,
mientras que el mPRa disminuye su expresién a aproximadamente la mitad en las

hipdfisis tumorales, los nPR disminuyen drasticamente hasta 8 veces su expresion.

Utilizando estos datos, realizamos un analisis cualitativo de la proporcién relativa
de cada gen respecto al total de receptores, comparativamente entre ambos genotipos,

y lo graficamos en forma de graficos de torta (Figura 27).

HWT | H Drd2KO
Gen 2°8CT + SEM
mPRa 0.192 £0.052 0.080 £ 0.011
mPR8 0.413 £0.155 0.103 £0.021
mPRy 0.023 £0.014 0.001 * 0.000
mPRS 0.020 * 0.009 0.003 £ 0.001
mPRs 0.018 +0.008 0.005 + 0.001
nPR 0.875+0.274 0.113+0.024

Tabla 9 - Valores de cada gen calculados como 272Ct (2-(Ct mPRs/PR-Ct Ciclofilina B))

Puede observarse en la Figura 27A que los mPR representan casi 45% de los
receptores totales de progesterona en las hipéfisis de hembras WT, y semejante a lo que
habiamos encontrado en hipdfisis de rata hembra adulta, donde nuevamente,

encontramos que mPRa y mPRB son los mas abundantes, en ambos genotipos.

Cabe destacar aqui que, a pesar de que esta expresidon de mPRa y mPR8 se
encontrd disminuida en la hipodfisis tumorales, la proporciéon relativa de mPRs
incrementa significativamente en los prolactinomas (hembras Drd2KO) a expensas de la

marcada disminucién de la expresion de nPRs en las hipdfisis tumorales (Figura 27)
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A HWT H Drd2KO

H Drd2KO

Figura 27 — Proporcién relativa de mPRs y nPR (A) y entre los subtipos de mPRs (B)
en hipdfisis de hembras WT y Drd2KO. Se determinaron los niveles de ARNm por
Real time gPCR. Los graficos de torta representan los datos mostrados en la Tabla 9
como porcentajes del total. Todos los primers presentaron una eficiencia promedio
entre 97-99%. N=5.

Es decir, en los prolactinomas de este modelo experimental hay una alta
proporciéon de mPRa y mPRB (representando mas del 60% del total de receptores de
progesterona). Habiendo previamente comprobado que la activacion especifica de estos
receptores induce una inhibicion de la secrecién de PRL, el siguiente paso fue evaluar el
efecto del agonista selectivo de mPRa/p (Org OD 02-0) (Kelder et al., 2010; Pang et al.,

2013) sobre la secrecion de PRL en las hipdfisis normales y tumorales de este modelo.

Nuevamente para evaluar el efecto directo de este compuesto sobre hip&fisis,
evadiendo el efecto indirecto a nivel hipotalamico, trabajamos con el modelo de

explantes hipofisarios.
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Capitulo 3: mPRs en modelos experimentales de prolactinoma

Hipofisis de ratones hembra WT y KO (8 meses de edad) se incubaron ex vivo en
medio de cultivo con Org OD 02-0 o vehiculo durante 30 minutos. Al final del periodo de
tratamiento, los niveles de PRL se midieron en los medios secretados, por RIA. Como
era de esperar, los niveles de PRL secretada por las hipéfisis tumorales (Drd2KO) fueron
mayores que aquella liberada por el tejido control (WT) (Fig. 28A). El tratamiento con
Org OD 02-0 (100 nM) inhibié significativamente la liberacidn de PRL tanto en hipdfisis

normales como en las tumorales (Fig.28B).
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Figura 28 — Efecto del agonista de mPRs Org OD 02-0 (100nM, 30 minutos) en la secrecién de PRL
ex vivo en hipdfisis de hembras WT y Drd2KO. Se analizaron los datos mediante el test ANOVA de
dos factores, seguido del test de Bonferroni de comparaciones multiples. A) *P=0.0476 F Drd2 KO
vs. F WT; *P<0.05 F WT Org OD 02-0 vs. F WT control; ***P<0.001 F Drd2 KO Org OD 02-O vs. F
Drd2 KO control. B) Niveles de PRL secretada relativizados respecto de hipdfisis Wt y Drd2KO
incubadas en medio control, **P<0.01 F WT Org OD 02-0 vs. F WT control; ***p<0.0001 F Drd2
KO Org OD 02-0 vs. F Drd2 KO control. N=7

. %

Diferencias sexuales en la expresion de mPRs en hipdfisis

En el modelo de ratones Drd2KO, las hembras, pero no los machos, desarrollan

prolactinomas a pesar de la falta de inhibicion dopaminérgica en ambos sexos (Asa et

al., 1999; M.V. Recouvreux et al., 2013). Siguiendo con nuestro estudio de la
participacién de los mPRs en el desarrollo de prolactinoma, a continuacion, exploramos
las diferencias sexuales y de genotipo en la expresion de estos receptores en las hipdfisis
de nuestro modelo experimental. En la Figura 29 puede observarse que las hipodfisis de

machos presentan mayor expresién génica (RT-qgPCR) de mPRa (29A), 8 (29B), y (29C) y
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€ (29E) respecto a hembras. Por el contrario, se encontrd que la expresion hipofisaria de

mPRS es menor en los machos. (Fig. 29D). Con respecto a las diferencias entre

genotipos, y de forma similar a lo que se observé en las hembras (Fig. 29A), la expresion

de mPRs también se encontré reducida en las hipéfisis de machos KO en comparacion

con WT (Fig. 29A a E).
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Figura 29 — Diferencias sexuales en la expresién de ARNm de mPRs en adenohipdfisis de ratones
Drd2 WT y KO. Los niveles de ARNm fueron cuantificados por la técnica de RT-gPCR y los resultados
obtenidos se analizaron mediante un ANOVA de dos factores seguido del test de Bonferroni. A)
***¥p<0.0001, Interaccién p=0.011 B) ***P<0.0001. Interaccién p=0.010 C) **P<0.001;
***¥p<0.0001. Interaccion p=0.015 D) ***P<0.0001; **p<0.001. E) ***P<0.0001 Interaccién
p<0.001, (N=5 por grupo).
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En base a los resultados de 22 obtenidos para cada gen, y que se muestran en
la Tabla 10 se presenta un andlisis cualitativo y comparativo de las proporciones relativas
de los receptores de progesterona como graficos de torta (Fig. 30). Puede observarse

claramente la alta proporcidon de mPRs en hipdfisis de machos respecto a los receptores

clasicos (nPRs), y a lo observado en las hembras.

Las hipdfisis de machos WT presentan una proporcién relativa muy alta del
mPRB, seguido por el mPRa, a expensas de la menor expresidon de nPR, en comparacién

con las hembras WT.

HWT | HDrd2k0 | MWT M Drd2KO
Gen 2°8CT + SEM
mPRa | 0.192+0.052 | 0.080+0.011 | 0.207+0.008 | 0.113+0.015
mPR6 | 0.413+0.155 | 0.103+0.021 | 0.407 +0.013 | 0.197 +0.033
mPRy | 0.023+0.014 | 0.001+0.000 | 0.002+0.000 | 0.0010.000
mPRS | 0.020+0.009 | 0.003+0.001 | 0.015+0.001 | 0.007 +0.001
mPRs | 0.018+0.008 | 0.005+0.001 | 0.024+0.001 | 0.038 +0.007
nPR 0.875+0.274 | 0.113+0.024 | 0.207 +0.018 | 0.146 +0.016

Tabla 10 - Valores de cada gen calculados como 274t (2-(Ct mPRs/PR-Ct Ciclofilina B))

887

Figura 30 - Proporcion relativa de mPRs y nPR en hipdfisis de hembras y machos WT. Se
determinaron los niveles de ARNm por Real time qPCR. Los graficos de torta representan
los datos mostrados en la Tabla 10, como porcentajes relativos al total. Todos los primers
presentaron una eficiencia promedio entre 97-99%. N=5.

- J
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Expresion de mPRs en hipotalamo de ratén

Finalmente, y dado que los mPRs se encontraron altamente expresados en el
hipotdlamo de rata (Capitulo 1 del presente trabajo), a continuacién, y para profundizar
el estudio en este modelo de ratones Drd2KO, exploramos comparativamente entre
sexos y genotipos la expresion génica de nPRs y mPRs en hipotdlamos. La Tabla 11

muestra los valores de 22t obtenidos para cada gen.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos, (ni entre sexos ni
entre genotipos dentro del mismo sexo), por lo tanto, en la Figura 31 mostramos, a
modo de ejemplo, sélo el grafico circular del analisis cualitativo de la proporcion relativa

de los receptores de progesterona en el hipotalamo de ratén hembra WT.

Al igual que lo observado previamente en hipotdlamo de rata (Figura 16A), los
mPRs también representan un porcentaje llamativamente alto entre los receptores de

P4 totales en el hipotalamo de ratones.

HWT | HDrd2KO M WT M Drd2KO
Gen 2°8CT + SEM
mPRa | 0.529+0.038 | 0.482+0.034 | 0.482+0.027 | 0.498+0.025
mPR | 1.186+0.183 | 1.176+0.080 | 1.309+0.109 | 1.096 +0.047
mPRy | 0.009+0.001 | 0.007+0.001 | 0.015+0.004 | 0.008 +0.000
mPRS | 0.227+0.047 | 0.221+0.021 | 0.201+0.027 | 0.217 +0.009
mPRs | 0.047+0.005 | 0.047+0.004 | 0.050+0.003 | 0.037 +0.002
nPR_ | 0.259+0.042 | 0.233+0.029 | 0.336+0.043 | 0.340+0.016

Tabla 11 - Valores de cada gen calculados como 274t (2-(Ct mPRs/PR-Ct Ciclofilina B))

Figura 31 — Proporcion relativa de mPRs y nPR en
hipotdlamo de ratones hembras WT. Se
determinaron los niveles de ARNm por Real time
gPCR. El gréfico de torta representa los datos
mostrados en la Tabla 11, segunda columna, como
porcentaje sobre el total de receptores. N=5.
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Efecto de un tratamiento in vivo con Org OD 02-0, sobre
los niveles de PRL sérica en ratones Drd2KO

A partir de los resultados mencionados anteriormente, y considerando que:

v En las hipéfisis tumorales existe una alta proporcidn de receptores mPRa
y mPR6B

v’ La activacién de los mPRa/B disminuye la secrecién de PRL por accién
directa sobre el lactotropo y por accién indirecta liberando DA del

hipotdlamo, tejido donde los mPRs se encuentran altamente expresados

Postulamos al agonista de mPRa/B Org OD 02-0 como un posible farmaco
terapéutico para el tratamiento de la hiperprolactinemia patolégica. Para corroborarlo,
realizamos un ensayo in vivo con el agonista de mPRs en ratones hembra Drd2KO a los
8 meses de edad, momento en el cual las hembras KO ya presentan marcada hiperplasia
de lactotropos y una marcada hiperprolactinemia (Detalles de la metodologia en MyM

Pagina 37).

Como puede observarse en la Figura 32, una Unica dosis aguda de Org OD 02-0
logré disminuir significativamente la hiperprolactinemia en tan solo 15 minutos de
tratamiento, practicamente a la mitad de los valores de tiempo 0, efecto que se mantuvo

a los 30 minutos, evidenciando un mecanismo rapido y potente de accidn inhibitoria

sobre la secrecion de PRL.
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Figura 32 — Efecto de Org OD 02-0 en los niveles de PRL sérica en hembras Drd2KO. Los niveles de
PRL sérica se midieron por RIA. Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de una via
para medidas repetidas. *p<0.033, N=5 para cada grupo. Debido a la variabilidad en los valores
de hiperprolactinemia presentada en cada animal, los resultados se muestran como porcentaje

Qspecto al valor de PRL en tiempo 0. /

En el capitulo 1 habiamos demostrado un mecanismo novel de sefalizacién de

P4 a través de los mPRs en la inhibicién de PRL, que involucraba la activacion de TGFB1.
Si bien los resultados obtenidos con la linea celular GH3 constituyen una aproximacién
al estudio de progesterona en la activacién de TGFP1, la respuesta obtenida en un
cultivo celular puede llegar a ser muy diferente a lo que ocurre in vivo, en especial
cuando los estimulos utilizados modifican procesos que ocurren en la matriz

extracelular, como puede ser el caso de la activaciéon de TGFf1.

Para corroborar esta hipdtesis, y comprobar si el mismo mecanismo podia
observarse utilizando tejido hipofisario, decidimos realizar otro abordaje experimental,
utilizando el modelo ex vivo, es decir, incubando hemi-hipdfisis (explantes) en cultivo
provenientes de ratones hembras Drd2KO (prolactinomas) y WT de 8 meses de edad, en
presencia o ausencia de Org OD 02-0 (100 nM) durante 30 minutos. Finalizado el tiempo
de tratamiento se colectd el medio y en homogenato de los explantes se midieron los
niveles de TGFB1. Como puede observarse en la Figura 33, la activacion especifica de

los mPRs indujo un marcado incremento en los niveles hipofisarios de TGFB1 activo, en
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hipofisis tumorales de hembras adultas Drd2KO, en las cuales la proporcién de mPRs se

encuentra incrementada.
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Figura 33 — Efecto de Org OD 02-0 sobre la activacion de TGFB1 en explantes de hipdfisis de
ratones hembra WT y Drd2KO de 8 meses de edad. Explantes hipofisarios fueron incubados
con Org OD 02-0 (100 nM) en DMEM sin suero (vehiculo) durante 30 minutos a 37°C en
incubador con flujo constante de CO,. Finalizado el tiempo de tratamiento, los fragmentos
de tejido fueron colectados y los niveles de TGFB1 medidos por ELISA. Se analizaron los datos

mediante ANOVA de dos factores seguido del test de Bonferroni de comparaciones multiple.
&FK0.0I, N=5. /

CONCLUSIONES CAPITULO 3

- Los prolactinomas (3 modelos animales con diferentes contextos hormonales)
presentan menor expresion de receptores de progesterona (mPRs y nPRs) que
las hipéfisis normales.

- Los prolactinomas presentan un marcado aumento en la expresion relativa de
mPRs, especificamente de mPRa y mPRB, respecto al total de receptores, debido
principalmente a una disminuciéon marcada de la expresion de nPRs.

- Las hipdfisis de machos presentan elevada expresiéon de mPRs comparado con
las de las hembras.

- Los hipotalamos de ratdn, al igual que en el modelo de rata, poseen una muy alta

expresion de mPRs, sin diferencias sexuales ni genotipicas.
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- Tanto P4 como el agonista mPR especifico Org OD 02-0 ejercen un efecto
inhibitorio de prolactina tanto en hipoéfisis normales como en prolactinomas
- La inhibicién que induce P4 sobre la secrecién de PRL via mPRs, seria mediada,

al menos en parte, por un incremento en la actividad local de TGFB1

DISCUSION DEL CAPITULO 3

En el presente trabajo describimos como la expresion hipofisaria de los mPRs se
ve alterada en diferentes modelos animales de prolactinomas. Pese a los menores
niveles de expresion detectados en hipdfisis tumorales respecto a la hipdfisis normales,
la proporcioén relativa de los mPRs respecto del total de los receptores de progesterona
resultéd ser mayor en los prolactinomas (60% mPRs en prolactinomas), debido a la

marcada disminucién observada en la expresién de los nPRs. Este cambio en la

proporcién de receptores seguramente implica alteraciones en la respuesta a

progesterona en las hipdéfisis tumorales.

La regulacion de la funcion del lactotropo por P4 ha sido siempre controversial.
Los primeros estudios en el tema fueron realizados en el modelo de rata. Durante mucho
tiempo se pensd que estas acciones de P4 eran sélo de tipo indirectas, via hipotalamo,
actuando sobre las neuronas dopaminérgicas, ya que la expresiéon de los nPRs en
hipdfisis de rata se hallaba restringida Unicamente a gonadotropos (Fox, Harlan, Shivers,
& Pfaff, 1990). Posteriormente, se describié que, en hipdfisis de ratones, los nPRs se
expresaban también en lactotropos (Turgeon & Waring, 2000), complejizando el estudio
de las acciones finales de P4 en la secrecion de PRL, con la posibilidad de efectos directos

(hipofisarios) e indirectos (hipotalamicos).

La situacion se complejizé alin mas en los Ultimos 15 afos con el descubrimiento

de una nueva familia de receptores de progesterona de membrana (Y. Zhu et al., 2003).

Como vimos en el Capitulo 1 de esta tesis, los mPRs se expresan en hipofisis de
rata y la activacion de mPRa inhibe la secrecién de PRL, demostrando un efecto directo

inhibitorio de P4 en la funcién lactotropa.
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Los resultados del presente capitulo muestran una expresion hipofisaria
disminuida de todos los receptores de P4 (nPRs y mPRs) en los tres modelos animales
de prolactinoma comparativamente con tejido normal. Sin embargo, en dichas
situaciones patoldgicas, la expresion relativa de mPRs/nPR es mayor. De hecho, mPRa y

mPRB en conjunto representan mas del 60% de los receptores totales de progesterona

en hipdfisis de hembras Drd2 KO (tumorales). Es mas, es interesante destacar que la

activacion de los mPRs en este modelo fue capaz de inhibir la secrecidn de PRL y este
efecto, estaria mediado, al menos en parte, por el aumento de los niveles locales de

TGFB1 activo, un potente inhibidor de la funcién lactotropo.

Si bien en el capitulo 1 demostramos la participacion de TGFf1 en la inhibicion
de PRL inducida luego de la activacién de mPRs en células GH3, es sabido que las
respuestas observadas en un cultivo celular pueden llegar a ser muy diferente a lo que
ocurre in vivo, en especial cuando se encuentran involucrados procesos en los que
intervienen componentes de la matriz extracelular, como puede ser el caso de la
activacion de TGFB1. En el presente capitulo demostramos que la activacion de mPRs es
capaz de inducir un aumento en los niveles de TGFB1 activo en explantes hipofisarios
incubados ex vivo, tanto prolactinomas como hipdfisis normales, modelo en el cual se

mantiene la estructura tridimensional de la matriz extracelular.

Al igual que lo recalcamos en la discusion del capitulo 1, es interesante volver a

destacar que P4 activa TGFB1 via mPRs involucrando la misma sefalizacion intracelular

que aquella utilizada por DA para activar la citoquina en hipofisis a través de los

receptores Drd2 (Sarkar et al., 2005).

Otro hallazgo interesante de los resultados obtenidos son las diferencias
sexuales respecto a la expresién de mPRs en los modelos de prolactinoma estudiados.

Existen diferencias sexuales en cuanto a la incidencia, tamano y comportamiento
de prolactinomas, no solo en humanos sino también en modelos animales. En humanos,
por ejemplo, la prevalencia de prolactinomas es mas alta en mujeres que en hombres
durante el periodo fértil (entre 20 y 50 afios) (Colao et al., 2003; Gillam, Molitch,
Lombardi, & Colao, 2006). Por otra parte, los sintomas causados por la

hiperprolactinemia en mujeres (e.g. desordenes del ciclo menstrual) son detectados con
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antelacion, y en general tienen un diagndstico temprano de la presencia de un
prolactinoma; en contraste con las manifestaciones clinicas en hombres, como ser
disminucion de la libido y disfuncidn sexual, sintomas usualmente asociados a otras
patologias que conducen a una deteccién mas tardia (Colao et al.,, 2003). Estas
caracteristicas, sin embargo, no explican las diferencias sexuales en el tamaiio y la
agresividad del tumor en ambos sexos; por lo que se sugiere que un comportamiento
sexo-especifico para los prolactinomas humanos (Molitch, 2015; Witek & Zielinski,

2013).

Es interesante que las diferencias sexuales en cuanto a incidencia y
comportamiento de estos tumores se han observado también en diversos modelos
animales de prolactinoma. En el ratén Drd2 KO, pese a la falta de inhibicidn
dopaminérgica, sélo las hembras desarrollan una marcada hiperplasia de lactotropos e
hiperprolactinemia a los 8 meses de edad (Asa et al., 1999; Diaz-Torga et al., 2002; M.
A. Kelly et al., 1997), mientras que los machos Drd2-deficientes desarrollan pequefios
pero mas agresivos adenomas de lactotropos entre los 17 y 20 meses de vida (Asa et al.,
1999). Resultados similares han sido reportados en otros modelos animales de
prolactinomas (resumido en (M.V. Recouvreux et al., 2018)): el ratén hCGB+(Faraoni et
al., 2017; Rulli et al.,, 2002), el ratén transgénico que sobreexpresa galanina en
lactotropos (Cai, Hayes, Patel, & Hyde, 1999), el modelo de ratédn con sobreexpresion
del factor de crecimiento nervioso (Borrelli, Sawchenko, & Evans, 1992), sobreexpresion
de FGFR4 (Ezzat, Wang, Pintilie, & Asa, 2017), sobre expresién de TGFa dirigida a
lactotropos (McAndrew, Paterson, Asa, McCarthy, & Kudlow, 1995) y el modelo de ratén
KO para el receptor de PRL (Goffin et al., 1999). En todos estos modelos, la
hiperprolactinemia y el desarrollo tumoral son observados solamente (o son mas

pronunciados) en hembras.

La participacidn de los esteroides ovaricos en estas diferencias sexuales no puede
ser excluida. En efecto, ratones hembras Drd2 KO y hCGB+ no desarrollan prolactinomas
al ser ovariectomizadas a edades prepuberales, y un reemplazo estrogénico en hembras
OVX no es suficiente para recapitular el fenotipo tumoral (Ahtiainen et al., 2010;
Hentges & Low, 2002), sugiriendo que otros factores ovaricos se encuentran

involucrados en las diferencias sexuales en el comportamiento tumoral.
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Nuestros resultados muestran una alta expresion hipofisaria de mPRa/B en
hipoéfisis de machos en comparacién con las hembras representando alrededor del 80%
del total de los receptores de progesterona. Es sabido que ademads de la sintesis ovarica
y placentaria en hembras, la P4 también es sintetizada en las glandulas adrenales y en
el sistema nervioso de hembras y machos. Dado que, la activacién de mPRa/f conduce

a la inhibicién en la secrecién de PRL; es probable que la alta expresidn hipofisaria de

mPRs hallada en machos este protegiendo a este sexo del desarrollo de un

prolactinoma.

Respecto de la expresion de mPRs en hipotalamo de ratén, observamos altos
niveles de mPRs en ratdn, sin diferencias en cuanto a sexo o genotipo. Este resultado es
concordante con los resultados del Capitulo 1, donde demostramos que los mPRs se
expresan en hipotalamo de rata, siendo los mds abundantes mPRa y B; y que la
activacion especifica de los mPRs conduce a una liberacion rdpida de dopamina en
explantes hipotalamicos. Esta liberacion de dopamina in vivo de seguro impacta

indirectamente en la secrecién de PRL.

De esta manera, considerando tanto los efectos directos de Org OD 02-0 en la
poblacién lactotropa como los efectos a nivel hipotalamico, postulamos que la
activacion especifica de mPRa/B podria representar una potencial herramienta
terapéutica para reducir los altos niveles de PRL en situaciones patoldgicas de

hiperprolactinemia.

Colectivamente nuestros resultados demuestran que la activacion de mPRa/B
inhibe la secrecién de PRL actuando directamente en la poblacién lactotropa, e

indirectamente aumentado la liberacién de DA en el hipotalamo.

Considerando que alrededor de un 20% de los pacientes que exhiben
prolactinomas son resistentes a las terapias actuales con agonistas dopaminérgicos, y
que a la fecha, no existen terapias alternativas; nuestros descubrimientos posicionan al
Org OD 02-0 como una herramienta farmacolégica putativa para el tratamiento de
prolactinomas resistentes, o la reduccion de hiperprolactinemias no deseadas, como

por ejemplo la suspensién de la lactancia.
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Capitulo 4: Rol de Gper en la poblacién lactotropa

INTRODUCCION CAPITULO 4

Esta bien documentado en la literatura el rol mitogénico de los estrégenos sobre
los lactotropos (A Seilicovich, 2010). Inicialmente, las acciones proliferativas de los
estréogenos en células lactotropas fueron descriptas mediadas por el receptor cldsico
ERa (Sandra Zarate & Seilicovich, 2010). Sin embargo, mas recientemente han sido
comprobados claros efectos apoptdticos (S Zarate et al., 2009) y antiproliferativos (Perez
et al.,, 2015); y que la accién apoptética de los estrégenos dependeria de la coaccién con
otros factores, por ejemplo IGF (Silvina Gutierrez et al., 2008). Si bien estos resultados
en conjunto parecerian contradictorios, las diferencias podrian deberse a la utilizacién
de distintos modelos experimentales. La eleccién del modelo experimental es un factor
fundamental al estudiar los efectos esteroideos. Como demostramos en el Capitulo 2 de
la presente Tesis, por ejemplo, una OVX altera en forma significativa la proporcion de

los receptores esteroideos hipofisarios y, por lo tanto, la respuesta final obtenida.

Por otro lado, el tipo de receptores de estrégenos involucrados y la localizacién
subcelular de los mismos también contribuye a la dispersién de los resultados
observados en las diferentes condiciones experimentales. Es asi como la activacion de
ERa nuclear puede inducir proliferacién de los lactotropos, mientras que el ERa
localizado en membrana (mERa) ha sido asociado a efectos anti-mitogénicos (Silvina
Gutierrez et al., 2008) y apoptéticos de los estrogenos (S Zarate et al., 2009). Por otra
parte, se ha descripto que el receptor cldsico ERB (Mitchner, Garlick, & Ben-Jonathan,
1998), también expresado en lactotropos, mediaria un rol inhibitorio sobre Ia
proliferacion celular lactotropa; efecto mediado al menos en parte por la inhibicidn de

la expresién de ERa (Perez et al., 2015).

A su vez, un gran numero de estudios recopilados en los ultimos afios
demuestran que los estrégenos son capaces de ejercer acciones rapidas, no gendmicas
a nivel de la membrana plasmatica, aun en modelos carentes de ERa (M. J. Kelly & Levin,

2001; Levin & Hammes, 2016).

La participacion de GPER (anteriormente denominado GPR30) en los efectos

rapidos, no gendmicos de los estrédgenos ha estado en la mira de los cientificos en los
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ultimos afios. Se ha propuesto que GPER colabora con la sefializacion de mERa, sin
embargo, la especificidad de funciéon del GPER en células que no expresan ERs ha sido
ampliamente demostrada (E J Filardo et al., 2000; Edward J Filardo, 2002; Revankar,
Cimino, Sklar, Arterburn, & Prossnitz, 2005; P Thomas et al., 2005). De acuerdo con estos
estudios, trabajos en el ratdn transgénico KO para GPER indican que GPER es un receptor
auténomo con acciones especificas en el metabolismo de los glucidos y el crecimiento

0seo (Sharma & Prossnitz, 2016).

Respecto de su estructura proteica, GPER es un receptor de 7 pasos transmembrana
que pertenece a la familia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs). Fue
identificado por primera vez en células de cdncer de mama pero luego fue reportado en
numerosos tejidos incluidos cerebro e hipdfisis en rata y ratén (Brailoiu et al., 2007;
Hazell et al., 2009; Rudolf & Kadokawa, 2013). La mayoria de los estudios de GPER en
hipdfisis han estado focalizados principalmente en la funcién de los gonadotropos;
mientras que se conoce poco de la expresién y funcidén de este receptor en la fisiologia

y patologia de los lactotropos.

126



Capitulo 4: Rol de Gper en la poblacién lactotropa

& HIPOTESIS

“La ovariectomia altera la expresién hipofisaria de receptores cldsicos y no clasicos de

estréogenos, predisponiendo la glandula a un entorno proliferativo”
& OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresidn de los receptores cldsicos y no clasicos de estrogenos en hipdfisis

normal y frente a una OVX

Objetivos especificos:

& Examinar la expresion y localizacién subcelular de GPER en la poblacién
lactotropa

& Estudiar las alteraciones inducidas luego de la OVX en la expresién de GPER en Ia
adenohipdfisis

& Evaluar la regulacion local de GPER en hipdfisis por estradiol y progesterona,

& Estudiar la implicancia de GPER en los efectos estrogénicos sobre la secrecién de
PRL valiéndonos de estrategias farmacoldgicas (agonistas y antagonistas de

GPER) in vitro y ex vivo, en células GH3 y en hipdfisis de rata respectivamente.

127



Capitulo 4: Rol de Gper en la poblacién lactotropa

RESULTADOS CAPITULO 4

La ovariectomia facilita el desarrollo de un prolactinoma
experimental inducido por estrogenos

Como vimos en el Capitulo 2 de la tesis, las hembras OVX desarrollan tumores mas

grandes y una hiperprolactinemia mdas marcada (vs ratas control) frente a un

~

tratamiento con DES (Fig. 34).
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Figura 34 — Efecto de la ovariectomia en el desarrollo de un prolactinoma inducido por
tratamiento cronico con estrogenos. A) Peso hipofisario alcanzado por ratas OVX vs ratas
enteras tratadas con DES durante 4 semanas con sus correspondientes controles (ratas OVXy
ratas control en diestro no tratadas). *** P<0,0001 DES vs. CTRL, OVX DES vs. OVX CTRLy OVX
DES vs. DES (Interaccidn significativa p<0,0001). B) PRL sérica al cabo de 4 semanas de
tratamiento en los diferentes grupos experimentales. Los niveles de PRL se midieron por RIA.
***p<0,0001 DES vs. CTRL y OVX DES vs. DES. **p=0.0016 OVX DES vs. OVX. Interacy

@iﬁcativa p=0,0011. N entre 15y 22 animales por grupo.

En primer lugar, estudiamos si efectivamente la OVX estaba alterando la
expresion de los receptores clasicos de estrégenos. Comenzamos analizando la
expresion de ARNm de ERa y ERfS en ratas hembra adultas cicladas en diestro y ratas

OVX (Fig. 35A, B).

Nuestros resultados muestran que, la expresién de ambos receptores clasicos,
ERa vy ERB, se encuentra significativamente incrementada en hipdfisis luego de una OVX,

y que el incremento de ERf es mayor en magnitud al de ERa (en hembras OVX respecto
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de hembras control). Al ver que la falta de esteroides ovaricos alteraba muy
significativamente los niveles de expresién de ambos receptores, evaluamos la
regulaciéon de los mismos por estradiol y progesterona. Para ello realizamos un
tratamiento agudo in vivo con estradiol (0,25 mg/ml valerato de estradiol, sc, 1, 2 y 24hs)
y con progesterona (6,5mg/kg hidroxi-progesterona, Proluton Depot, Schering, sc, 1, 2

y 24hs) en ratas hembra control (Fig. 35 C-F).
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Figura 35 —Expresién de ARNm de ERa y ERB en hipdfisis de ratas hembra OVX y ratas control
en diestro. Analisis estadistico: Prueba T de Student, N=8. A) ERa; **p=0.0061 OVX vs.
Control. B) ERB; ***p<0.0001 OVX vs. Control. Efecto de E2 (0.2 mg/kg; 1, 2y 24 hs) en la
expresion génica de C) ERa y D) ERB en hipdfisis de rata. Andlisis estadistico: ANOVA de un
factor, seguido del Test de comparaciones multiples de Tukey, N=6. *p<0.05 E2 1h vs.
Control, **p<0.01 E2 2h vs Control, ***p<0.001 E2 24h vs. Control. Efecto de P4 (6.5 mg/kg;
1,2y 24 hs) en la expresion génica de E) ERa y F) ERB en hipdfisis de rata. Andlisis estadistico:
ANOVA de un factor, seguido del Test de comparaciones multiples de Tukey, N=6. *p<0.05
E2 1h vs. Control, **p<0.01 E2 2h vs Control, ***p<0.001 E2 24h vs. Control.
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Como puede observarse en la Figura 35 C y E, ERa hipofisario se encuentra
regulado negativamente por E2 y P4, lo cual podria estar explicando el aumento
significativo de la expresidon hipofisaria ante la una ovariectomia. Por otra parte, no
encontramos una regulacién de ERB por estrégenos, pero si un incremento de expresion
inducido a las 24 hs por P4, pero esto no estaria explicando su aumento en la expresidon

hipofisaria luego de una OVX.

Estos resultados, y estudios previos que han reportado un claro efecto
mitogénico y proliferativo de E2 en lactotropos mediado por ERa, podrian explicar la

respuesta diferencial e incrementada al DES en hembras OVX.

El rol de ERB en cambio, no es tan claro. Seglun antecedentes bibliograficos, la
expresion de este receptor en células lactotropas durante el desarrollo tumorogénico
de la glandula se encuentra disminuida (Perez et al., 2018, 2015). Los mismos autores
sugieren que la pérdida de la expresidon de este receptor seria uno de los factores claves
en la desregulacién de la proliferacion celular en el modelo de ratas hembra

estrogenizadas.

Como fuera mencionado anteriormente, varios trabajos han explorado Ia
participacién de los receptores cladsicos nucleares de estrogenos en los efectos
proliferativos y/o apoptoticos de los estrogenos en el desarrollo de un prolactinoma.
Por el contrario, el receptor no clasico de estrogenos GPER no habia sido caracterizado

en hipodfisis normal y tumoral; desconociéndose su funcién en la poblacién lactotropa.

GPER en hipdfisis: expresion y localizacion en las células
lactotropas

Con el objetivo de determinar la expresidn y localizacién de GPER en lactotropos
y en otros tipos celulares adenohipofisarios (somatotropos y gonadotropos) realizamos
una doble ICQ en células provenientes de cultivo primario de adenohipdfisis de rata.
Como puede observarse en la imagen obtenida por microscopia confocal (Fig. 36):
lactotropos (PRL+), somatotropos (GH+) y gonadotropos (BLH+) expresan GPER, tanto

en la membrana plasmatica, siguiendo un patrdn de tincidn circunferencial, como en el
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citoplasma, donde se observa una sefial mas difusa de fluorescencia. Se determind la
especificidad del anticuerpo incubando a las células con el anticuerpo pre-adsorbido con

el antigeno purificado o en ausencia de anticuerpo primario.
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Figura 36 - Expresidon de GPER en adenohipéfisis de rata. La identificacidon y co-localizacién de GPER

con las hormonas hipofisarias PRL, GH y LH se realizé por doble inmunofluorescencia indirecta en
células provenientes de adenohipdfisis de ratas hembra SD dispersadas en cultivo e incubadas con
los anticuerpos especificos correspondientes (anti-GPER, ab39742, Abcam, 1:50 y anti-PRL, GH o
LH especificos provistos por el Dr. A Parlow 1:1000). Los nucleos fueron tefidos con DAPI. Las
flechas blancas indican lactotropos (PRL), somatotropos (GH) y gonadotropos (BLH) expresando
GPER. Para validar la especificidad del anticuerpo, se realizaron controles negativos pre incubando
el anticuerpo primario de GPER con el péptido de bloqueo o bien reemplazando el anticuerpo
primario con suero normal y luego incubando con anticuerpo secundario Alexa 594 o Alexa 488 en
una dilucién 1:2000. Barra de escala = 20um
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Para obtener especificamente el porcentaje de células adenohipofisarias y la
proporciéon de lactotropos que expresaban GPER, se realizdé una doble
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos especificos para GPER y PRL en células
provenientes de cultivo primario de adenohipdfisis de rata y luego se determind el
porcentaje de células con marca simple (GPER+) o marca doble (GPER +, PRL +) mediante

citometria de flujo (Tabla 12 y Figura 37).

/% céls adenohf GPER+ % Céls GPER+ queson % céls PRL+ que son \
PRL+ GPER+

38.5+8.4 49.519.8 35.5%3.5

Tabla 12 - Porcentaje (%) de eventos positivos (GPER+/PRL+) por FACS
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Figura 37 — Analisis de la proporcién de células adenohipofisarias GPER-positivas por
citometria de flujo. La inmunomarcacién de GPER con PRL se realizé en células provenientes
de adenohipdfisis de ratas hembra SD dispersadas en cultivo incubadas con los anticuerpos
especificos correspondientes (anti-GPER, ab39742, Abcam, 1:100 y anti-PRL Dr. A Parlow
1:10000). A) Dot plots representativos e histogramas mostrando A-B) porcentaje de células

adenohipofisarias totales GPER+ y C-D) porcentaje de lactotropos GPER-positivos. En gris:
Etroles de isotipo. Area seleccionada: lactotropos. N=8. /
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Regulacion de Gper por estradiol y progesterona

Tipicamente, E2 y P4 up-regulan o down-regulan la expresion de sus propios
receptores (ver en figura 35 regulacion de ERa y ERB) de acuerdo con el tejido y el
contexto fisioldgico. Para evaluar la regulaciéon por ambos esteroides de los niveles de
Gper en la hipdfisis, a continuacién, realizamos un tratamiento agudo in vivo en ratas
hembras adultas (Fig. 38). El tratamiento in vivo con E2 disminuyé significativamente los
niveles hipofisarios de Gper luego de 2 y 24 hs de respecto de ratas control en diestro
(Fig. 38A). De igual modo, encontramos una regulacion negativa de Gper por P4 a las 24
hs de tratamiento (Fig. 38B).

En concordancia con estos resultados, y debido a la falta del control por los
esteroides ovdricos, la expresion de Gper se encontré significativamente aumentada en
la hipdfisis de ratas hembra adulta OVX (Fig. 38C).

Asimismo, en pos de profundizar el estudio acerca de posibles alteraciones en la
expresion de Gper en situaciones fisioldgicas, evaluamos el impacto de la regulacién por
hormonas esteroideas gonadales durante el ciclo estral. Para ello, medimos los niveles
de ARNm de Gper hipofisarios en ratas cicladas en diestro, proestro y estro al momento
del sacrificio (Fig. 38D). Observamos que los niveles hipofisarios de Gper se encuentran
muy disminuidos en proestro justamente cuando los niveles estrogénicos se encuentran

en su maximo.
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Figura 38 — Regulacidn de la expresion génica de Gper hipofisario por E2 y P4. Alteraciones inducidas
por la OVXy durante el ciclo estral. A) Regulacién por E2 de los niveles de ARNm de Gper in vivo. Ratas
SD fueron inyectadas con valerato de estradiol (0.2 mg/kg, sc) y luego sacrificadas al cabo de 1h, 2hsy
24hs. Los datos fueron analizados por ANOVA de un factor seguido del Test de Tukey, **p<0.0052 E2
2h vs CTRL; ****p<0.0001 E2 24h vs CTRL; **p=0.0059 E2 1h vs 2h; ****p<0.0001 E2 1h vs 24h y
*p=0.0239 E2 2h vs 24hs. (N=5) B) Regulacidn por P4 de los niveles de ARNm de Gper in vivo. Ratas
hembra SD fueron inyectadas con progesterona (6.5 mg/kg, sc) y luego sacrificadas al cabo de 1h, 2hs
y 24hs. Los niveles de ARNm de fueron determinados por RT-gPCR en homogenatos de hipdfisis.
ANOVA de un factor seguido del Test de Tukey, *p=0.0484 P4 24h vs CTRL and *p=0219 P4 1h vs 24h,
(N=5). C) Efecto de la OVX (15 dias post OVX) en los niveles hipofisarios de Gper analizados por RT-
gPCR. Los datos fueron analizados por la Prueba T de Student, **p=0.0083 OVX vs control, (N=6). D)
Niveles de ARNm de Gper en adenohipofisis de ratas en diestro, proestro y estro al momento del
sacrificio. ANOVA de un factor seguido del Test de Tukey, ***p<0.0001 proestro vs diestro; *p<0.0139
estro vs diestro. N=5 por grupo.
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La OVX incrementa el porcentaje de células GPER-positivas
en la poblacion lactotropa

Con el propdsito de examinar si el aumento de Gper hipofisario (ARNm) luego de
la OVX se debia a un incremento especifico de GPER (proteina) en la poblacién
lactotropa, estudiamos como variaba el porcentaje de células hipofisarias GPER-
positivas y especificamente el de lactotropos GPER-positivos en hipodfisis de ratas control
vs. ovariectomizadas (GPER+; PRL+) mediante citometria de flujo (Fig. 39). Observamos
que el porcentaje de células hipofisarias que expresaban GPER en hembras OVX era
significativamente mayor que en hembras control en diestro (Fig. 39A), concordante con
los datos obtenidos al evaluar la expresion de ARNm por RT-qPCR. Pero,
interesantemente, este aumento observado en el porcentaje de células GPER+ resulté
ser especifico en lactotropos (Fig. 39B), dado que no encontramos diferencias
significativas en el porcentaje de células no-lactotropas GPER-positivas (Fig. 39C) ni en

el porcentaje de lactotropos al comparar ratas OVX vs. ratas control (Fig. 39D).
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Figura 39 — Efecto de la OVX en la expresion de GPER en lactotropos. La inmunomarcacién de GPER
con PRL se realizd en células provenientes de adenohipdfisis de ratas hembra SD en diestro y ratas
OVX dispersadas en cultivo incubadas con los anticuerpos especificos correspondientes (anti-GPER,
ab39742, Abcam, 1:100 y anti-PRL Dr. A Parlow 1:10000). A) Porcentaje de células GPER+ por
citometria de flujo en hembras OVX vs. Hembras control. Prueba T de Student, **p=0.0022 B)
Porcentaje de lactotropos GPER+. Prueba T de Student, **p=0.0063 C) Porcentaje de células no
lactotropas GPER+. Prueba T de Student, p>0.05 D) Porcentaje de lactotropos en ambos grupos.
Prueba T de Student, p>0.05. (N=6).

Localizacion subcelular de GPER en diferentes subtipos
morfoldgicos de lactotropos

En la hipdfisis de roedores, los lactotropos presentan cierta heterogeneidad
morfoldgica y funcional (Christian, Chapman, & Morris, 2007; De Paul, Pons, Aoki, &
Torres, 1997; Kukstas et al., 1990; Kunzmann et al., 2018).Por ejemplo, al microscopio

electrdnico, tres subtipos de lactotropos pueden distinguirse de acuerdo con la formay
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tamafio de sus granulos secretorios. Con el objetivo de profundizar el estudio de la
localizacion subcelular de GPER en los diferentes subtipos de lactotropos, se realizaron

estudios por microscopia electrdnica.

Se realizd una inmunomarcaciéon ultraestructural utilizando anticuerpos
especificos para GPER y PRL y anticuerpos secundarios asociados a particulas de oro (de
15 nm y 5 nm respectivamente). Como puede verse en la Figura 40, las particulas
coloidales de oro evidencian la expresién de GPER fundamentalmente en la cara interna
de la membrana plasmdtica y en el reticulo endoplasmatico rugoso, con algunas
particulas distribuidas en el citosol libre. En ratas hembra en diestro, GPER se encontré
mayormente expresado en lactotropos del subtipo |, identificados por sus granulos
secretorios grandes e irregulares (de un tamafio de entre 300 y 700 nm)
inmunomarcados para PRL y distribuidos en el citoplasma. En las ratas OVX, en cambio,
los tres subtipos de lactotropos (I, Il y Ill) resultaron ser GPER positivos. Los lactotropos
del subtipo Il y lll fueron identificados por sus granulos tipicamente esféricos de tamafio

mediano (200-250 nm), y pequefio (100-200 nm) respectivamente.
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Figura 40— Localizacién subcelular de GPER por microscopia electrénica en lactotropos de ratas control y OVX. A-C)
Lactotropos subtipo | de ratas hembra en diestro con particulas de oro de 15 nm asociadas a la membrana plasmatica
(flechas), el reticulo endoplasmatico rugoso (RER) y el citosol libre indican la presencia de GPER en dichas estructuras
celulares. Inset: Granulos grandes irregulares y polimoérficos inmunomarcados para PRL (particulas de oro de 5 nm). D)
Control negativo. Barra = 0.5 um. E-G) Lactotropos de ratas hembra OVX inmunomarcadas para GPER asociado a particulas
de oro de 15 nm en la membrana plasmatica (flechas). Se identificaron los subtipos de lactotropos inmunomarcados con
particulas de 5 nm por sus granulos secretorios grandes e irregulares (E: subtipo 1), esféricos con un didmetro de entre 200-
250 nm (F: Subtipo II) o esféricos mas pequefios de entre 100-200 nm (G: Subtipo Il). N: nicleo, pm: membrana plasmatica,
g: granulos secretorios. Barra = 0.2 um.
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La activacion de Gper in vitro y ex vivo induce liberacion
de PRL

En base a que vimos que ~50% de células lactotropas expresaban GPER, a

continuacion comenzamos evaluando la implicancia de este receptor en la secrecién de

PRL mediante el uso de agonistas y antagonistas especificos de GPER in vitro (1) y ex vivo

(2):

1.

LiNEA CELULAR GH3

Utilizamos la linea celular GH3 previamente descripta. Para los ensayos, células
GH3 fueron preincubadas con un antagonista especifico de GPER (G36, 10°M)
(Dennis et al., 2011) o con etanol (V) durante 30 min y luego incubadas en
presencia de estradiol (E2, 10°M) o el agonista de GPER (G1, 10°°M) durante 15
minutos. Como controles, células GH3 fueron incubadas Unicamente con V o
G36. Al cabo del tiempo de tratamiento, se recolectaron los medios y se midieron
niveles de PRL por RIA (Fig. 41A) Luego de 15 minutos de estimulacién, tanto E2
como el agonista de GPER G1 aumentaron significativamente los niveles de PRL
respecto de las células control, efecto que fue parcialmente contrarrestado en

presencia del antagonista G36

EXPLANTES HIPOFISARIOS

Habiendo observado que E2 y G1 eran capaces de estimular la secrecién de PRL
in vitro, estudiamos dicho efecto ex vivo en explantes hipofisarios de ratas
hembra en diestro. Como se muestra en la figura 41B, E2 y G1 indujeron un
fuerte aumento en los niveles de PRL respecto del grupo control, siendo este
efecto prevenido en aquellas células previamente tratadas con el antagonista

G36.

Por otro lado, se destaca que G36 no modificé la secrecion de PRL per sé, en ninguno de

los dos modelos utilizados.
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Figura 41 — Efecto de E2, G1 y/o G36 en los niveles de PRL in vitro y ex vivo. A) Las células GH3 fueron
incubadas en DMEM con G36 (1 uM) o vehiculo (Etanol) durante 30 minutos y luego se agregaron
los estimulos (estradiol o G1, 100 nM) solos 0 en combinacién con G36 por 15 minutos a 372C. Luego
de los tratamientos, se colectaron los medios y se mideron los niveles de PRL por RIA. Se analizaron
los datos por ANOVA de un factor seguido del Test de Tukey. Se realizaron tres ensayos
independientes con al menos tres réplicas por ensayo. ***p<0.001 E2 vs V, *p<0.05 E2+G36 vs V,
***¥p<0.001 G1 vs V y ***p<0.001 G1 vs G1+G36. B) Adenohipdfisis provenientes de ratas hembra
SD fueron incubadas ex vivo con G36 (1 uM) o con vehiculo (Etanol, 1 uM) durante 30 minutos y con
estradiol (100 nM) o G1 (100 nM) solos o en combinacién con G36 durante 15 minutos adicionales a
37°C. Al cabo de ese tiempo, se colectaron los medios y se midieron los niveles de PRL por RIA.
ANOVA de un factor seguido del Test de Tukey, **p<0.01 E2 vs V, **p<0.01 G1 vs V, ***p<0.001 E2
vs E2+G36 and ***p<0.001 G1 vs G1+G36, (N=5).

CONCLUSIONES CAPITULO 4

- La OVX altera al expresion hipofisaria de los receptores clasicos y no clasicos de

estrégenos predisponiendo a la glandula a un entorno proliferativo.

- GPER se expresa en lactotropos, se localiza principalmente en la membrana
plasmatica, pero también en el reticulo endoplasmatico rugoso y escasamente

en el citosol.

- Su expresidn hipofisaria se encuentra regulada por E2 y P4; motivo por el cual
la misma varia durante las diferentes etapas del ciclo estral, y aumenta
significativamente luego de la deplecién de los esteroides ovaricos posterior a

una OVX
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- El aumento significativo de GPER observado en hipoéfisis de hembras OVX es

especifico de la poblacién lactotropa

- La activacion especifica de GPER induce una rapida secrecidn de PRL, tanto en

la linea celular GH3 in vitro como en explantes hipofisarios ex vivo.

- El significativo incremento observado en la expresidn hipofisaria de ERa y GPER
luego de una OVX podrian explicar al menos en parte, el mayor desarrollo
tumoral observado en hembras OVX respecto a hembras intactas frente a un

tratamiento crénico con DES.

DISCUSION DEL CAPITULO 4

La correlacién entre la incrementada expresidn de ERs y el desarrollo tumoral
hipofisario es tépico de investigacidn considerable. Ciertos autores han encontrado una
elevada expresién de ERa en macroadenomas y tumores invasivos en comparacién con
microadenomas y tumores no invasivos (Manoranjan et al., 2010; Zhou et al., 2011). Sin
embargo, bajos niveles de expresiéon de ERa en prolactinomas también se ha
relacionado con mayor grado tumoral, resistencia al tratamiento y peor prognosis
(Delgrange et al., 2015). Mas aun, es importante destacar que la alteracion del radio
entre ERa y ERP representa un paso critico en la progesidon tumoral dependiente de

estréogenos en diferentes tejidos (Roger et al., 2001; Shaaban et al., 2003).

Como mencionamos anteriormente, las acciones contradictorias de los
estrégenos encontradas en la bibliografia muy probablemente dependan de varios
factores como: (i) la duracion del estimulo, (ii) el tipo de receptor de estrégenos
involucrado vy (iii) la localizacion subcelular del receptor. Por lo tanto, cobra particular
interés el estudio de los diferentes tipos de receptores de estréogenos en la glandula

hipofisaria, y particularmente en la poblacion lactotropa.

En mamiferos, GPER habia sido identificado en cerebro e hipdfisis de rata y ratén
por inmunohistoquimica con anticuerpos especificos e hibidrizacion in situ (Brailoiu et
al., 2007; Hazell et al., 2009). Estos primeros estudios de GPER revelaron la localizaciéon

tisular del receptor, pero no discriminaron su expresion entre los diferentes tipos
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celulares hipofisarios. Un trabajo mas reciente del 2013 en bovinos estudié la
funcionalidad de GPER en gonadotropos. Los autores de este trabajo demuestran que el
50% de las células GPER positivas expresan LH, sugiriendo que el 50% restante
corresponderia a otros tipos celulares hipofisarios. Nuestros estudios histoldgicos
concuerdan con estos antecedentes previos. Identificamos a GPER en gonadotropos,
lactotropos y somatotropos por inmunocitoquimica y demostramos por citometria de
flujo que alrededor del 40% de las células GPER positivas corresponden a lactotropos

(PRL+).

Profundizando los estudios, logramos precisar la ubicacién intracelular de GPER
en lactotropos por microscopia electrénica. Mediante esta técnica localizamos a GPER
principalmente en la membrana plasmatica evidenciado por la presencia de particulas
de oro asociadas a la cara interna del plasmalema, consistente con estudios previos que
muestran al receptor en la membrana plasmatica de otros tipos celulares. También
observamos marca del receptor en el citoplasma de los lactotropos. De acuerdo con
nuestros resultados, uno estudio en la revista Science del 2005 (Revankar et al., 2005)
describe a GPER como un receptor con localizacion intracelular, asociado al Aparato de
Golgiy el Reticulo endoplasmatico en varias lineas celulares tumorales. Esta localizacién
intracelular de GPER tendria un rol especifico en la movilizaciéon de los depdsitos de
calcio y en la sintesis de 3,4,5 fosfatidilinositol trifosfato en el nicleo estimulada por
estradiol. Por tal motivo, GPER fue postulado a la vez como un receptor de membrana

plasmatica y un receptor intracelular de estrégenos.

La significancia bioldgica de los altos niveles de expresion de GPER en lactotropos
sugeria un rol para este receptor en esta poblacién celular. Trabajos previos habian
demostrado que GPER estaria involucrado en la secrecién de prolactina: i- inducido por
xenoestrégenos en la linea celular GH3, o ii- por un efecto indirecto a través de por la
activacion de GPER en el hipotalamo. Esto ultimo resulta particularmente importante
teniendo en cuenta que GPER se expresa en los nucleos hipotaldmicos paraventriculary
supradptico en ratas (Brailoiu et al., 2007). En concordancia se ha descripto que el
agonista de GPER (G1) administrado in vivo en el tercer ventriculo produce un pico de
PRL similar en amplitud al observado en respuesta al E2 (Lebesgue, Reyna-Neyra, Huang,

& Etgen, 2009). A luz de los antecedentes mencionados seria interesante profundizar el
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estudio de la influencia hipotaldmica de los efectos de E2 mediados por GPER en la
regulacion neuroendocrina del pico de PRL durante la tarde del proestro. Este
mecanismo es complejo y pobremente comprendido; y pareceria ser consecuencia de
un efecto indirecto a nivel hipotaldmico en lugar de un efecto rapido, directo del
estradiol en la poblacion lactotropa (Szawka, Rodovalho, Helena, Franci, & Anselmo-

Franci, 2007).

El rol especifico de GPER sobre los lactotropos era desconocido. Nuestros
presentes resultados demuestran que la activacién de GPER induce un aumento rapido
de los niveles de PRL tanto in vitro (en la linea celular GH3) como ex vivo (en explantes
hipofisarios de ratas hembra). Este efecto logré ser contrarrestado cuando
preincubamos las células y los explantes con el antagonista de GPER G36. En su
conjunto, estos resultados proveen la primera evidencia de un rol especifico para GPER

en la poblacidn lactotropa.

Demostramos también que la expresion hipofisaria de Gper se encontraba bajo
una regulacion negativa de estradiol y progesterona; y que, por ese motivo se
modificaba durante el ciclo estral. Ademds, y como consecuencia de la regulacién
negativa ejercida por los esteroides ovaricos, observamos que la expresion hipofisaria
de GPER (ARNm y proteina) se veia significativamente incrementada luego de la OVX.
De acuerdo a nuestros estudios de doble inmunomarcacion (GPER, PRL) y posterior
analisis por citometria flujo, el aumento de la expresién de GPER luego de la OVX se
debia a un efecto especifico sobre la poblacién lactotropa. Tanto la proporcién de
células GPER positivas totales como la de lactotropos GPER positivas incrementaron en
ratas OVX (vs. Control), pero no se observd incremento en la proporcion de células GPER
positivas no-lactotropas, ni tampoco una variacién en la proporcién de lactotropos entre

ambos grupos experimentales.

En la glandula hipofisaria de roedores existen tres subtipos de lactotropos
definidos morfoldgicamente por microscopia electrénica (De Paul et al., 1997; Torres &
Aoki, 1985) . Nuestros resultados muestran que GPER se expresa fundamentalmente en

lactotropos del subtipo | en la hipdfisis de ratas hembra cicladas en diestro al momento
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del sacrificio. Esto es razonable considerando que en la rata hembra adulta, el subtipo |
representa alrededor de un 90% del total de los lactotropos, y los subtipos | y Il menos
de un 10% (Kurosumi, Tanaka, & Tosaka, 1987). Sin embargo, la situacién cambia al
evaluar por microscopia electrénica hipdfisis de ratas OVX, ya que en este modelo, el
35% de los lactotropos son del subtipo I, un 30% son del subtipo Il y un 36%
corresponden al subtipo Il (De Paul et al., 1997). De hecho, identificamos a GPER en la
membrana plasmatica de los tres subtipos de lactotropos en ratas OVX. Estos resultados
podrian explicar el aumento especifico de GPER en lactotropos en las ratas OVX, y mas
aun, demuestran que los tres subtipos de lactotropos podrian ser potenciales blancos
de la activacién de GPER por sus ligandos estimulando la secrecién de PRL en las ratas

OVX.

Teniendo en cuenta que el estradiol es capaz de inducir tanto in vitro como ex
vivo un efecto rdpido estimulatorio en la secrecidon de PRL mediado por GPER, y que la
expresion de este receptor aumenta muy significativamente en los lactotropos luego de

una OVX, estos resultados deberian ser considerados en cuanto a:

v" Eluso de OVX como un modelo experimental ampliamente utilizado para
estudios endocrinos
v" En la respuesta de la gldndula ante una eventual terapia de reemplazo

estrogénico luego de una OVX.

La terapia de reemplazo estrogénico es comunmente sugerida en mujeres luego
de una ooforectomia profilactica en pos de prevenir los posibles efectos negativos de la
pérdida de produccién hormonal (Erekson, Martin, & Ratner, 2013; Shoupe et al., 2007;
Watson et al., 2008). Dado que en estos pacientes la mayor preocupacion tiene que ver
con el riesgo de desarrollar cancer, el impacto de la ooforectomia, con o sin terapia de

reemplazo hormonal, en la funcién hipofisaria es usualmente ignorado.

Si bien no hemos incluido en nuestro trabajo la participacion de GPER en la
proliferaciéon de los lactotropos, otros estudios realizados en diversas lineas celulares de

cancer y tumores de mama, endometrio, ovario, tiroides y prdstata entre otros sugieren
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gue los altos niveles de expresion de GPER correlacionan con el crecimiento tumoral y
una peor sobrevida. Ademas ha sido reportado que la estimulacién de GPER con
compuestos estrogénicos tales como atrazina, bisfenol A o tamoxifeno activan la

proliferaciéon celular (Barton et al., 2018).

En vista de estos antecedentes y a luz de nuestros resultados, seria interesante
investigar el rol de GPER en los efectos proliferativos de los estrégenos en la poblacion
lactotropa en condiciones fisioldgicas y patoldgicas; como asi también la significancia de
los altos niveles de expresién de GPER encontrados en lactotropos luego de una

ovariectomia.

146



DISCUSION
GENERAL



Discusion general

DISCUSION GENERAL

El rol de la progesterona en la funcién normal y patoldgica del lactotropo es
controversial, encontrandose en la literatura resultados de los mas diversos que avalan
desde efectos protectores a participativos en la formacidn del tumor. Esta controversia,
estd intimamente relacionada a los entornos hormonales que acompafan el
microambiente tumoral en los diferentes modelos animales y al tipo de receptor de
progesterona involucrado en las acciones de la misma. Es asi como la respuesta a
progesterona quedard determinada por un balance entre los efectos bioldgicos
mediados por los receptores clasicos, nucleares de PR (nPR) y los efectos rapidos, no

gendmicos, mediados por los receptores de progesterona de membrana (mPRs).

En el presente trabajo, describimos la expresion de los mPRs y de Pgrmcl
(componente que facilitaria la accion de P4 a través del mPRa), en las células
adenohipofisarias. Demostramos que mPRa es el subtipo mas abundante en hipdfisis de
ratay ratén. En particular, hemos identificado a mPRa en tres tipos celulares hipofisarios

bien diferenciados: gonadotropos, somatotropos y lactotropos.

La expresion de mPRa en gonadotropos podria estar relacionada a los efectos
inhibitorios de la progesterona en la secrecién y liberacién de LH previamente
reportados incluso en ratones PRKO (Sleiter et al., 2009). Por otro lado, su localizacién
en somatotropos resulta de gran interés, dado que se desconoce aun la funcion de los
mismos en dichas células. Asimismo, la alta expresion de mPRa en lactotropos

(alrededor de un 60% de las células mPRa+ son también PRL+) sugiere la participacién

de este receptor en la funcion de la poblacién lactotropa.

Durante muchos afios se creyd, a partir de los primeros trabajos reportados en

el tema que la progesterona regulaba indirectamente la secreciéon de PRL actuando a

nivel hipotaldmico, (L A Arbogast & Voogt, 1993; Lydia A. Arbogast & Voogt, 1994;

Gerardo G. Piroli et al., 1996) ya que en hipdfisis de rata solo los gonadotropos (y no asi
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los lactotropos), expresan nPRs (Fox et al., 1990). Sin embargo, casi una década
después, otros autores describen la expresion de ambas isoformas del nPR en

lactotropos de ratéon (Turgeon & Waring, 2000).

Los presentes hallazgos, demuestran que los mPRs se expresan en lactotropos
de rata y de ratén, quedando en evidencia que la progesterona puede ejercer efectos
directos sobre el lactotropo sumados a los efectos indirectos (hipotalamicos)

complejizando aun mas la red regulatoria.

Mediante una bateria de ensayos funcionales demostramos que la activacién

selectiva de los mPRs inhibe la secrecion de PRL por inhibicién directa sobre el

lactotropo, y también por accién indirecta actuando sobre el hipotdlamo, tejido con una

muy alta proporcion de mPRs, induciendo liberacién de dopamina.

Especificamente comprobamos mediante ensayos in vitro (células GH3), ex vivo
(explantes hipofisarios de rata y ratdn), y tratamiento in vivo en ratones con
prolactinoma con que un tratamiento con progesterona o con el agonista especifico de

mPR Org OD 02-0, induce un claro efecto inhibitorio directo en la secrecién de PRL.

Describimos por primera vez una alta proporcién de mPRs en hipotdlamo (80%).
La activacion selectiva de mPRs hipotaldmicos provocd un incremento en los niveles de
DA liberados, evidenciando de esta forma un mecanismo indirecto adicional que

contribuye a la inhibicidon de PRL.

Como mencionamos anteriormente, la funciéon de la progesterona en el
desarrollo de un prolactinoma es controversial en la bibliografia, habiéndose asignado
tanto efectos permisivos como protectores de la progesterona en tumores
experimentales en ratas tratadas créonicamente con estrégenos. Nuestros resultados

demuestran que un tratamiento con progesterona solo es capaz de contrarrestar los
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efectos estrogénicos, (disminuyendo peso hipofisario y prolactinemia elevada) en ratas
previamente ovariectomizadas y no asi en ratas enteras. Proponemos que esto es
debido a que, como demostramos en el presente trabajo, la ovariectomia altera la
proporciéon de mPRs en hipdfisis, incrementando no sdélo la expresion de mPRs, sino la
proporcién de los mismos respecto al total de receptores de progesterona hipofisarios
Esta mayor expresién de mPRs en hipdfisis de hembras OVX, podria contribuir a un

mayor efecto inhibitorio de la progesterona sobre los lactotropos, explicando la

diferente respuesta (a P4) observada entre ratas estrogenizadas enteras (DES-P4) y ratas
estrogenizadas, previamente OVX (OVX-DES-P4). Nuestros resultados contribuyen a
clarificar las contradicciones de la bibliografia acerca del rol de la progesterona en la
funcién de la poblacidn lactotropa y destacan la importancia del modelo experimental

utilizado.

Continuamos la caracterizaciéon de los mPRs en un modelo in vitro (células GH3)
y en tres modelos animales de prolactinoma (ratas DES, ratones transgénicos hCGB+y
ratones Drd2KO). Un hallazgo significativo fue que la expresidon de todos los tipos de
receptores de progesterona se encontrd disminuida en los tres modelos experimentales.
Sin embargo, la disminucién mads pronunciada se observd en los nPRs, por lo cual la
abundancia relativa de los mPRs (mPRs/PRs totales) se encontré significativamente
aumentada en hipdfisis ratones Drd2KO. De hecho, un tratamiento con Org OD 02-0

logré reducir los elevados niveles de secrecién de PRL en explantes hipofisarios

incubados ex vivo de ratones WT y Drd2KO, y en un tratamiento in vivo realizado en
hembras Drd2KO (prolactinoma). Estos resultados nos alientan a seguir investigando la

potencialidad de Org OD 02-0 como un tratamiento novel para pacientes con

prolactinomas resistentes a las terapias convencionales con agonistas dopaminérgicos.

Cabe destacar aqui la diferencia sexual encontrada en el modelo de ratones

Drd2KO. Como describimos anteriormente, si bien ambos sexos carecen de receptores
dopaminérgicos tipo 2, es decir, carecen de inhibicion dopaminérgica sobre el
lactotropo, sdlo las hembras desarrollan prolactinoma a lo largo de su vida. La mayor

incidencia de prolactinomas en hembras ha sido observada no sélo en diversos modelos
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animales, sino también en el humano durante la edad fértil (ver revision en (M.V.

Recouvreux et al., 2018))

En el presente trabajo demostramos que la expresion de mPRs es

significativamente mayor en hipdfisis de machos respecto a hembras.

Es sabido que, ademas la sintesis en ovarios y placenta en las hembras, la
progesterona también es sintetizada por las glandulas suprarrenales y por el sistema
nervioso en ambos sexos. Como hemos demostrado que la activacion de mPRa/B

conduce a la inhibicién de la secrecién de prolactina, la_mayor expresion de mPRs,

representando cerca del 80% del total de receptores de progesterona hipofisarios en

machos, podria estar protegiendo a este sexo del desarrollo de prolactinoma, hecho que

merece un estudio mas profundo en un futuro préximo.

Finalmente, otro de los resultados destacados del presente trabajo es aquel

relacionado con la descripcién de un mecanismo novel de senalizacidn utilizado por los

mPRs en la inhibicion de PRL: la activacién de TGFB1 hipofisario, siendo TGFB1, un

inhibidor potente de la funcién del lactotropo. Ambos, P4 y Org OD 02-0 incrementaron
significativamente los niveles de la citoquina activa in vitro (células GH3) y ex vivo
(explantes de prolactinomas de ratéon) a tiempos cortos de tratamiento, con una

concomitante reduccién de los niveles de PRL secretados.

En forma conjunta, nuestros hallazgos demuestran claramente que la activacién
de mPRa / B inhibe la secrecion de prolactina por accion directa sobre la poblacién de
lactotropos y por accidon indirecta aumentando la secrecién de dopamina en el

hipotalamo.

Teniendo en cuenta que alrededor del 20% de los pacientes con prolactinomas
son resistentes a los tratamientos actuales con farmacos dopaminérgicos, y hasta el dia

de hoy no existen tratamientos alternativos, nuestros resultados actuales posicionan el

Org OD 02-0, como una herramienta farmacoldgica putativa para el tratamiento del

prolactinomas resistentes.
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Otro hallazgo interesante de esta tesis es la descripcidn de una funcién novel en
un efecto rdpido en la secrecion de prolactina mediado por el receptor de estrégenos
acoplado a proteina G, GPER, en lactotropos. Describimos la localizacidn subcelular del
receptor en membrana plasmatica y reticulo endoplasmatico de las células lactotropas
de rata. Encontramos una regulacion negativa de la expresién de GPER por estradiol y
también progesterona, y una alteracion durante los estadios fisiolégicos del ciclo estral.
Acorde a estos resultados la expresidon de GPER se vio alterada frente a una ovariectomia

en hipdfisis, especificamente en los lactotropos.

En la actualidad, miles de mujeres con riesgo de padecer cancer de Utero u ovario
son sometidas a cirugias profilacticas tales como la ooforectomia o histerectomia. Para
evitar los efectos no deseados de la deprivacidon hormonal, la terapia de reemplazo
hormonal es normalmente sugerida. En estas pacientes, los efectos de extirpacion de
ovarios en la funcién hipofisaria son usualmente ignorados. Si bien nuestros resultados
son preliminares, creemos que es importante resaltar el impacto de la OVX en la funcién
de la poblacion lactotropa. Asimismo, cabe preguntarse si la eleccion del modelo animal
OVX es realmente un buen control para estudios endocrinos con el fin de reducir los
niveles endégenos de esteroides ovaricos, dadas las alteraciones halladas en dicho
modelo, en la expresidn de receptores cldsicos y no clasicos de estrégenos vy

progesterona, dos hormonas fundamentales en la fisiologia y patologia reproductiva.
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