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Caracterizacion del sistema TGF-f31 hipofisario: En busqueda de un blanco

terapéutico para prolactinomas resistentes a agonistas dopaminérgicos

Los prolactinomas son tumores benignos que en general responden bien al
tratamiento con agentes dopaminérgicos. Sin embargo alrededor del 15% de estos
tumores son resistentes y aun no existen terapias médicas alternativas. TGF-B1 es un
inhibidor de las funciones del lactotropo, y un intermediario de la inhibicion que ejerce
la dopamina, por lo tanto, resulta un candidato atractivo como blanco terapéutico para
prolactinomas resistentes. El objetivo de la presente tesis fue caracterizar el sistema
TGF-B1 hipofisario y la regulacién de sus componentes, incluyendo los niveles de
citoquina total y activa, sus proteinas de latencia (LTBPs) y activadores locales, para
evaluar su posible utilidad para el desarrollo de nuevas terapias. Utilizamos dos modelos
experimentales de prolactinomas: 1) ratones hembra con mutacion nula del receptor
dopaminérgico D2 (Drd2’/'); y 2) ratas tratadas cronicamente con estrégenos. Nuestros
resultados demuestran que el sistema TGF-31 se encuentra inhibido en las hipdfisis
tumorales de ambos modelos. Describimos por primera vez en la literatura una
regulacion diferencial de los niveles de TGF-B1 activo hipofisario por dopamina y
estrégenos que podria explicar en parte las diferencias sexuales en la formacion de
prolactinomas. Determinamos la expresién de las tres isoformas de LTBPs capaces de
unir TGF-Bl, y su regulacién frente a estimulos con estrégenos y agentes
dopaminérgicos. Por ultimo, identificamos a trombospondina 1 (TSP1) y calicreina 1
(KLK1) como posibles activadores de TGF-31 a nivel local. Asimismo, ensayamos la
eficacia de un tratamiento con péptidos analogos de TSP1 (ABT-510 y ABT-898) en el
modelo de ratas estrogenizadas. Este tratamiento logrd disminuir los niveles de
prolactina sérica y el tamafio hipofisario incrementados por los estrégenos. Nuestro
estudio contribuye al conocimiento del sistema TGF-B1 hipofisario y su regulacion local.
Siendo TGF-B1 un inhibidor de la funcién del lactotropo, proponemos que la

restauracién de su actividad local podria ser efectiva para frenar el crecimiento de

prolactinomas resistentes a los tratamientos clasicos.
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Characterization of pituitary TGF-31 system: in the search of new

therapeutic targets against dopamine agonist resistant prolactinomas.

Prolactinomas are common benign adenomas that are generally treated with
dopaminergic agonists. However, around 15% of these tumors become resistant, and
there are still not alternative therapeutical approaches. TGF-[31 is a potent cytokine that
inhibits lactotrope function and, that mediates dopamine inhibitory action. Therefore,
we postulate TGF-31 as a candidate for developing new therapies against dopamine -
resistant prolactinomas. The aim of this thesis was to characterize the pituitary TGF-31
system (active and total cytokine levels, latent TGF-[31 binding proteins (LTBPs) and local
activators) and its regulation, in order to identify potential therapeutical targets. We
used two different experimental models of prolactinoma development: 1) the female
dopamine D2 receptor knock-out mice (Drd2’/’) and 2) the estrogen-treated rat. We
demonstrated that TGF-1 system is down-regulated in both prolactinoma models. We
described for the first time in the literature a differential regulation of pituitary active
TGF-31 levels by dopamine and estradiol in vivo. These differences may contribute to
sexual dimorphism found in prolactinoma development. We found that LTBPs isoforms
were differentially expressed in normal vs. tumoral pituitaries in both prolactinoma
models, and each isoform was also differentially regulated by dopamine and estradiol.
We identified thrombospondin 1 (TSP1) and kallikrein 1 as candidates to mediate
pituitary TGF-[31 activation. Finally we explored the efficacy of an in vivo treatment with
TSP1 mimetic peptides (ABT-510 and ABT-898) in the rat prolactinoma model. TSP1
analogs treatment caused a significant reduction in prolactin serum levels and pituitary
weight induced by estrogen after 2-weeks treatment. Our findings provide novel
evidence of TGF-31 system function and regulation in pituitary tumorogenesis. Since
TGF-31 exerts a negative control on lactotrope cells, we postulate that recovering its

local activity could be effective in inhibiting tumor growth of dopamine agonist resistant

prolactinomas.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

ACTH
ADN
ADNasa
ADNc
ALK
AMPc
ANOVA
ARE
ARN
ARNasa
ARNm
BSA
c.p.m.
Caberg
CD-31
cT
DAB
DES
DMEM
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Eje hipotalamo - hipofisario

El sistema hipotalamo-hipofisario tiene un papel central en la integracion de sefales
provenientes del medio externo e interno y en la elaboracion de respuestas apropiadas,
mediante la liberacién de hormonas o neurohormonas que regulan, a su vez, la funcién de
los drganos blanco, controlando procesos tan diversos como el crecimiento, la

reproduccion, el balance hidrico y el metabolismo energético, entre otros.

La hipofisis, en mamiferos, es una pequefia glandula que se encuentra en la base del
cerebro, sobre la depresidon del hueso esfenoides del craneo, conocida como “silla turca”,
debido a su forma semejante a una silla de montar. Esta conformada por dos I6bulos, el

I6bulo anterior o adenohipdfisis, y el l6bulo posterior o neurohipofisis (Figura 1).

La neurohipéfisis incluye la pars nervosa, el tallo infundibular y la eminencia media. La
pars nervosa estd formada por el conjunto de terminales axonales de las neuronas
secretoras que se encuentran en los nucleos paraventricular y supradptico del hipotalamo.
Estas neuronas sintetizan las neurohormonas oxitocina y vasopresina, las cuales son
transportadas por los axones que atraviesan el tallo infundibular terminando en la hipdfisis

posterior donde son almacenadas y finalmente secretadas frente a estimulos especificos.

El I6bulo anterior puede dividirse en tres partes: la pars distalis, que constituye el 80%
de la glandula, la pars intermedia que, aunque rudimentaria en humanos, en otras especies

tiene mayor tamafio y funcion y la pars tuberalis.

Las funciones enddcrinas de la glandula son llevadas a cabo por seis tipos celulares
ubicados en la adenohipdfisis. Estos tipos celulares se encuentran definidos de acuerdo a la
hormona que producen vy secretan: los corticotropos productores de hormona
adrenocorticotréfica (ACTH), los tirotropos que secretan hormona tiroideo-estimulante
(TSH), los somatotropos que producen hormona de crecimiento (GH), los lactotropos
productores de prolactina (PRL), los gonadotropos secretores de hormona luteinizante (LH)
y hormona foliculo estimulante (FSH), y los melanotropos especificos del I6bulo intermedio
gue secretan la hormona melanocito-estimulante (MSH). Otro tipo celular presente en la
gldndula son las células foliculo estrelladas, no secretoras de hormonas, pero que sintetizan

numerosos factores con funciones autdcrinas, y paracrinas (1).
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Figura 1. Anatomia del sistema hipotalamo- hipofisario. Imagen tomada y modificada
de Encyclopaedia Britannica Online.

El hipotalamo controla la funcién hormono-secretora de las células adenohipofisarias
mediante la liberaciéon de factores, en su mayoria neuropéptidos y monoaminas, que

regulan positiva o negativamente la secrecion de las diferentes hormonas.

Estos factores son sintetizados en las células neurosecretoras de los distintos nucleos
hipotaldmicos, y luego son liberados a nivel de la eminencia media, donde las terminales
nerviosas se conectan con los capilares de tipo sinusoidales que forman el sistema de
circulacion portal hipotalamo-hipofisario (Ver esquema en la Figura 1) (2). Este sistema

portal permite una comunicacién fluida y directa entre el hipotdlamo y la hip&fisis (3).

De particular interés para esta tesis resultan los lactotropos, las células
especializadas en la secrecién de PRL, de modo que nos centraremos en el estudio de la

regulacidon de este tipo celular.
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Prolactina (PRL)

La prolactina es una hormona proteica, identificada hacia 1930 por Riddle vy
colaboradores, quienes le dieron su nombre originalmente debido a su accién de promover
la lactacidon en respuesta a estimulos de succion en animales (4). Si bien su principal funcién
en mamiferos es la de estimular el crecimiento y desarrollo de las glandulas mamarias y la
lactogénesis durante la prefiez, hoy se sabe que la PRL tiene numerosas y diversas funciones
gue varian entre las distintas especies. Entre ellas se pueden mencionar funciones
reproductivas, control del crecimiento, del balance osmotico y del sistema inmune, entre

otras (5).

La secrecién de PRL estd afectada por numerosos estimulos, tanto externos como
internos. La succion es el estimulo externo de mayor importancia, y el estrés y los niveles de
esteroides gonadales también aumentan la liberacién de PRL. Muchos de estos estimulos
son traducidos por el hipotalamo, desde donde se regula en gran parte la secrecion de esta

hormona por parte de los lactotropos.

Regulacion de la funcion de los lactotropos

Los lactotropos presentan la caracteristica Unica entre las células endocrinas, de
tener una elevada actividad secretoria intrinseca. Es por ello que la regulacién hipotaldmica
de la secrecion de PRL es predominantemente inhibitoria, mediada por la dopamina.

La principal fuente de dopamina hipotalamica que llega a la adenohipd&fisis proviene
de las neuronas tuberoinfundibulares dopaminérgicas (TIDA), cuyos cuerpos neuronales se
encuentran en el nucleo arcuato, y sus axones llegan hasta la eminencia media, donde
descargan la dopamina sobre los capilares del sistema porta hipofisario. Otra fuente de
dopamina la constituyen las neuronas tuberohipofisarias dopaminérgicas (THDA) vy

periventricular-hipofisarias dopaminérgicas (PHDA), que inervan el Iébulo neural y el I6bulo
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intermedio. Desde alli, la dopamina llega a la adenohipdfisis a través de los vasos portales
cortos.

La dopamina, a través de la union al receptor dopaminérgico D2 (RD2), ejerce un
potente efecto inhibitorio, no sdlo sobre la sintesis y secrecién de PRL, sino también sobre la
proliferacién de los lactotropos (6;7). Es asi como los ratones knock-out (ko) con delecion

del RD2 (Drd2’/') desarrollan hiperplasia de lactotropos e hiperprolactinemia (8).

El RD2 es uno de los 5 subtipos de receptores de dopamina (D1-D5), pertenecientes
a la superfamilia de receptores de siete pasos transmembrana, acoplados a proteinas G. En

particular el RD2 se acopla a la subunidad G/ (9).

Existen dos isoformas del RD2 generadas por splicing alternativo: la isoforma corta
D2S y la larga D2L. Ambas difieren en la secuencia del dominio intracelular, por lo cual
utilizan distintas vias de sefalizacion y tendrian diferentes funciones en la hipdfisis. Se
demostré que los ratones que sobre-expresan la isoforma D2S presentan un drastico
descenso de los niveles de PRL, mientras que aquellos que sobre-expresan la isoforma D2L
por el contrario, poseen elevados niveles de la hormona (10).

Los mecanismos exactos por los cuales la dopamina inhibe la funcion lactotropa no
se encuentran del todo elucidados, sin embargo, hay varias lineas de evidencias que indican

distintos efectos intracelulares de la dopamina a través del RD2:

- Aumento del influjo de K*, causando una hiperpolarizacién de la membrana que
inactiva los canales de calcio dependientes de voltaje, y consecuentemente
inhibe la secrecion de los granulos conteniendo PRL (11).

- Inhibicién de la actividad de la enzima adenilil-ciclasa, causando una disminucién
de los niveles de AMPc y de la actividad de la proteina quinasa A (PKA) que regula
la sintesis de PRL (12).

- Inhibicién de la produccién de inositol trifosfato, que conduce también a la

disminucién de Ca** intracelular.

Estas vias de sefalizacion inhiben, en diferentes cursos temporales, la sintesis y

secrecion de PRL (13).
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Por otro lado, la misma PRL ejerce un control negativo sobre su propia secrecion,
provocando un aumento en el tono dopaminérgico, mediante una retroalimentacion sobre
las neuronas TIDA, donde altera la expresion y actividad de la tirosina hidroxilasa, enzima

limitante en la sintesis de dopamina (14).

Si bien el principal control hipotalamico de la secrecién de prolactina 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; y otros provenientes de drganos periféricos, como los

estrogenos ovaricos.

Los estrégenos (E2) son potentes estimuladores de todas las funciones del lactotropo
actuando a diferentes niveles. A nivel hipofisario: aumentan la proliferacion de los
lactotropos, favorecen la conversién de somato-mamotropos a lactotropos puros,
aumentan la sintesis de prolactina por activacion génica, y modifican la sensibilidad a
diferentes activadores e inhibidores fisiolégicos de la secrecién de PRL (e.g aumentan la
expresion de receptores de TRH y disminuyen la expresién del RD2). A nivel hipotalamico,
los estrégenos inhiben la actividad de las neuronas TIDA (5). 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.

A su vez, también existe una regulacién pardcrina y autdcrina de la funcién de los
lactotropos mediada por una gran variedad de factores intrahipofisarios. Alguno de los
mecanismos autécrinos reportados corresponden a la PRL misma, VIP, galanina, endotelina
y diversos factores de crecimiento tales como: TGF-a, TGF-B1, TGF-B3 y FGF-2 (Figura 2).
Estos mecanismos en muchos casos se encuentran interconectados derivando en una fuerte
auto-estimulacidn que se evidencia en la alta sintesis constitutiva de PRL por los lactotropos

en cultivo, donde los mismos estan libres de regulacién exdégena (15).
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Figura 2: Representacion esquematica de los distintos factores que actlan sobre los
lactotropos de manera autocrina o paracrina. -, efecto estimulatorio; |, efecto inhibitorio;
ET, endotelina; FGF, factor de crecimiento de fibroblastos; IGF, factor de crecimiento insulina-
simil; NGF, factor de crecimiento neural; PRL, prolactina; TGF, factor de crecimiento
transformante; VIP, péptido intestinal vasoactivo. Tomado de C. Denef, 2008 (15).

Todos estos mecanismos de regulacion mencionados convergen simultdneamente
sobre los lactotropos, y a su vez son sensibles de ser regulados por otros factores. El balance
entre todos ellos determinard la actividad secretora y proliferativa final de estas células en
una condicién y momentos determinados. Esta regulacion fina y la participacién de tantos
factores no resultan llamativas si se tiene en cuenta que los lactotropos, a diferencia de la
mayoria de las células adenohipofisarias que son mas bien 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 formacion de prolactinomas, los adenomas hipofisarios mas

frecuentes.
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Adenomas hipofisarios

Los adenomas hipofisarios son los neoplasmas intracraneales primarios mas
comunes. Corresponden aproximadamente al 15% de todos los tumores del cerebro y del
sistema nervioso central (SNC) (16), presentan un pico de incidencia mas temprano en
mujeres (20-45 afos) respecto de hombres (35-60 afios), y son muy poco frecuentes en
nifios (17). A partir de estudios realizados en autopsias se ha visto que alrededor del 20% de
la poblacion presenta evidencias patoldgicas de un adenoma hipofisario, y alrededor de un

40% de estos tejidos presentan un elevado porcentaje de lactotropos (18).

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
invasion de duramadre. Se definen como verdaderos carcinomas sélo 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 (19).

A pesar de ser benignos, estos tumores traen aparejadas severas complicaciones
clinicas, debido al desbalance de la secrecién hormonal o al efecto de masa del tumor que
puede causar dafio por compresidon en los tejidos adyacentes. Esto ultimo puede generar
cefaleas, problemas visuales y neuroldgicos, asi como también un hipopituitarismo debido a
la disrupcion de la comunicacién hipotalamo-hipofisaria. Estos sintomas dependen, en gran
medida, del tamafio del tumor, pardmetro utilizado como criterio de clasificacion en

microadenomas (< 10 mm) o macroadenomas (> 10 mm) (20).

Los adenomas hipofisarios pueden derivar de la proliferacion descontrolada de
cualquiera de los tipos celulares secretores de la hipdfisis anterior, y también se clasifican
segun el tipo de hormona que producen. Dentro de esta clasificacién se encuentran los
prolactinomas, adenomas secretores de prolactina, (21), cuyas caracteristicas se describen
en la préxima seccién, dado que son el motivo de estudio de esta tesis. Otros adenomas

hipofisarios secretores de hormonas (o funcionantes), son los corticotropinomas,
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somatotropiomas, gonadotropinomas, tirotropinomas. Ademds se pueden presentar
adenomas no funcionantes, es decir, aquellos que no presentan secrecion hormonal, que,

en general son gonadotropinomas.

Prolactinomas

Los prolactinomas son los tumores hipofisarios mas frecuentes en la clinica
(alrededor de un 40%), y se caracterizan por presentar una hiperplasia e hipertrofia de

lactotropos, y una secrecidén excesiva de PRL.

La incidencia de los prolactinomas varia con la edad y entre los sexos, siendo mas
frecuentes en mujeres que en hombres en la segunda y tercera década de edad (periodo

fértil), mientras que luego de los 50 afios, no hay diferencias entre los sexos (22).

En general las mujeres presentan microprolactinomas al momento del diagnostico,
mientras que en los hombres es mas frecuente la presentacion de macroprolactinomas que
tienden a ser mas agresivos. Se cree que estas diferencias estan relacionadas con la
deteccion 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, son en general ignorados o de consulta médica mas

tardia.

Tratamientos

Los prolactinomas conservan en general, la capacidad de respuesta a la accion
inhibitoria de la dopamina, por lo cual son tratados efectivamente con agonistas
dopaminérgicos del RD2, y en la mayoria de los casos no hace falta la extirpacidn quirdrgica
(23). Los agonistas dopaminérgicos se han convertido en la droga estandar y representan el
tratamiento de primera linea para todos los prolactinomas, incluso para

macroprolactinomas que presentan efectos de masa.
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La bromocriptina, un derivado de la ergolina que actla como agonista del RD2 y
antagonista del RD1, fue la primera droga utilizada clinicamente con buenos resultados.
Recientemente se ha reemplazado por la cabergolina, un agonista especifico del RD2, de
mayor potencia y duracidn. Comparando ambos agonistas dopaminérgicos, la cabergolina
resulta mas eficiente en cuanto a la recuperacién de los niveles de PRL normales y de ciclos
ovulatorios, y posee efectos secundarios menos frecuentes y menos severos que la

bromocriptina (24).

Otros agonistas dopaminérgicos utilizados en la clinica son el pergolide y el
qguinagolide, este ultimo no derivado de la ergolina. Estas drogas parecen tener la misma

eficacia que la bromocriptina, pero aun se tiene poca experiencia en su uso (25).

Prolactinomas resistentes a agonistas dopaminérgicos (DARPs)

A pesar de que, en general existe una buena respuesta a los agonistas
dopaminérgicos, aproximadamente un 10-15% 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 tratamiento la extirpacion del
tumor mediante cirugia transeptoesfenoidal o transcraneal (dependiendo el tamano del
tumor). 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.

No hay un claro consenso en la literatura sobre la definicion de los verdaderos
DARPs. En general la respuesta de los tumores a los diferentes agonistas dopaminérgicos es
bastante variable, e incluso algunos tumores pueden ser resistentes a una clase de agonista
y no a otra. La resistencia puede estar definida en términos de la incapacidad de normalizar
los niveles de PRL sérica, o de reducirlos a niveles que permitan la ovulacién, o bien a la
incapacidad de reducir el tamafio tumoral en diferentes porcentajes. Tampoco hay
consenso sobre cual es la dosis maxima de agonista a la cual considerar a los tumores como

resistentes (26).
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Los mecanismos moleculares relacionados con el escape al control dopaminérgico en
los DARPs no se encuentran del todo caracterizados. El principal candidato a encontrarse
alterado es el RD2, sin embargo, hasta el momento no se encontraron mutaciones
puntuales en este gen en los prolactinomas resistentes estudiados.

Existen evidencias de una reduccion en la densidad del RD2, a través de la
determinacion del numero de sitios de union de dopamina (27), y de una reduccién de 4
veces de la expresiéon del RD2 en prolactinomas resistentes a bromocriptina (28). Otros
mecanismos reportados asociados a las vias de sefializacion de dopamina incluyen la
reduccion en la expresion de ARNm de la subunidad de las proteina G inhibitoria Gqi» (29); v
la reduccion en la expresion del receptor del factor de crecimiento neural (NGFR) que afecta
indirectamente la sefializacion del RD2 (30). Por ultimo, se han realizado varios estudios
histoldgicos en los DARPs en los que se observd un incremento en la angiogénesis (31),
presencia de atipia celular (células agrandadas multinucleares o con nucleos irregulares),

aumento en la proliferacién celular y una mayor invasividad (32).

La ausencia de terapias alternativas para estos tumores resistentes pone en
evidencia la necesidad de profundizar el conocimiento de los mecanismos que subyacen a
la formacion de los prolactinomas y a la pérdida del control dopaminérgico, en busqueda

de nuevos blancos terapéuticos.

En busqueda de terapias alternativas para prolactinomas resistentes

Desde hace muchos afios se postula que los tumores hipofisarios resultan de
defectos genéticos intrinsecos, seguidos de un crecimiento monoclonal (33). Sin embargo,
solo han sido identificadas mutaciones puntuales en un bajo porcentaje de los mismos, y los
mecanismos involucrados en el proceso de tumorogénesis hipofisaria alin no se conocen en

profundidad.

Por otro lado, al igual que en el desarrollo de otros tumores, durante la formacién de
los prolactinomas se produce, en forma concomitante, una marcada angiogénesis y

profundos cambios en la estructura de los componentes de la matriz extracelular. Al
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respecto ha sido reportado que las fibronectinas, las integrinas y la laminina se encuentran
diferencialmente expresadas en hipdfisis normales y tumorales, y que, en adenomas
hipofisarios humanos, es alta la expresion y actividad de las metaloproteasas (MMPs) en
correlacidon con la baja expresion de sus inhibidores enddégenos (34-36). Estas caracteristicas
resultan llamativas si se considera que en general los tumores hipofisarios son tumores
benignos y no metastasicos, dado que la alta expresién de MMPs se correlaciona con un

fenotipo invasivo y metastasico en distintos tipos tumorales.

En el ultimo tiempo ha cobrado mayor interés el estudio de la_desregulacidn de

factores de crecimiento locales y su relacién con distintos componentes de la matriz

extracelular como responsables del aumento en la proliferacién celular en adenomas

hipofisarios (34;37).

En este contexto, el factor de crecimiento transformante 31 (TGF-f31) resulta de
particular interés debido a su a su efecto inhibitorio sobre la funcién de los lactotropos y a

su capacidad de responder frente a perturbaciones de la ME.

Recientemente se ha descripto que la inhibicion de la proliferacién de lactotropos,
ejercida por la dopamina a través del RD2, es mediada en parte por TGF-B1 (38). Siendo la
dopamina el principal inhibidor de la actividad de los lactotropos, y TGF-B1 un candidato a

mediar dicha accidén, nuestra hipdtesis de trabajo postula al sistema TGF-B1 hipofisario

como posible blanco terapéutico para el tratamiento de prolactinomas resistentes a

drogas dopaminérgicas.
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Factor de crecimiento transformante (1 (TGF-£31)

La superfamilia TGF-B engloba un gran nimero de factores de crecimiento y
diferenciacion, relacionados estructuralmente entre si y conservados a lo largo de la
evolucién (39). Los miembros de esta familia incluyen a los factores de crecimiento
transformante [3 (TGF-[3s), las proteinas morfogénicas del hueso (BMPs), activinas, inhibinas,
los factores de crecimiento y diferenciacion (GDFs) y la hormona antimulleriana (AMH),
entre otros. Estan involucrados en una gran variedad de funciones celulares durante la
embriogénesis, el desarrollo y en la homeostasis de tejidos adultos, razén por la cual los

distintos miembros de esta familia han sido ampliamente estudiados (40).

Existen tres isoformas de TGF-3 en mamiferos, codificadas por genes diferentes:
TGF-31, TGF-32 y TGF-33. Si bien presentan un alto grado de homologia en sus secuencias
(entre un 60 y 80%) y tienen efectos similares in vitro, las tres isoformas difieren en sus
funciones in vivo, solapandose solo parcialmente. La importancia de los TGF-f3s durante el
desarrollo embrionario queda claramente evidenciada en los fenotipos letales de los
ratones knock-out para cada una de las isoformas, lo cual indica que sus funciones no son

redundantes (41-43).

TGF-B1 es el miembro prototipico de la familia y es la isoforma mas abundante en
mamiferos. Esta potente citoquina participa en la regulacién del ciclo celular, en la
apoptosis, la angiogénesis, la biosintesis de componentes de la matriz extracelular, en la
modulacion del sistema inmune y respuesta inflamatoria, entre otros procesos (44). Su
accién es muy dependiente del tipo celular, del estado de diferenciacién celular y de la
interaccion con otras citoquinas (45). Es asi como se le han descripto funciones
contrapuestas en distintos modelos o en diferentes estadios de la misma enfermedad. En
general TGF-31 actia como un inhibidor de la proliferacion en células epiteliales normales y
en los primeros estadios de la progresion tumoral. Sin embargo, debido a la importancia de
los procesos que regula, pequefias perturbaciones sobre la accién de TGF-31 han sido
asociadas a procesos tumorogénicos, inflamatorios y autoinmunes (46;47). Por todo lo
mencionado, TGF-f31 resulta un atractivo blanco terapéutico en el tratamiento de estos

desordenes (48).
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El sistema TGF-[31

La regulacion de la actividad biolégica de TGF-B1 involucra un mecanismo intrincado,
y esto probablemente se deba a que tanto la citoquina como sus receptores se encuentran
ampliamente expresados en tejidos muy diversos. Por lo tanto un ajustado control local de

la actividad y de la especificidad de accidn resulta de suma importancia en este sistema.

TGF-f31, al igual que las otras isoformas de TGF-3, es secretado por la mayoria de las
células en forma latente y permanece inactivo almacenado en la matriz extracelular (ME). Se
denomina “activacién” de TGF- al proceso por el cual la citoquina es liberada de sus
complejos latentes para poder ejercer su accién bioldgica al unirse a sus receptores en las

células blanco.

El mecanismo de activacion de TGF-3 en la matriz extracelular es un proceso
finamente regulado del cual depende en gran parte, la adecuada funcién biolégica de la

citoquina.

|ll

A lo largo de esta tesis nos referiremos al “sistema TGF-31” como al conjunto de los
distintos componentes que participan en la regulacién de la actividad biolégica de esta
citoquina, incluyendo su sintesis, ensamblaje en complejos latentes, secrecidn, activacion en

la ME, sus receptores y efectores intracelulares.
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Descripcion del sistema:

* Sintesis de TGF-3 y ensamblaje del complejo latente

Las diferentes isoformas de TGF-B son sintetizadas como precursores inactivos que

contienen el péptido de latencia asociado (LAP) unido a la citoquina madura (Figura 3, 1).

Esta unidén es procesada por la enzima furina en el aparato de Golgi (49) (Figura 3, 2); sin
embargo, luego del clivaje, TGF-B se mantiene fuertemente unido a LAP mediante

interacciones no covalentes, formando el complejo latente menor o SLC (por small latent

complex) (50). La union a LAP es suficiente para conferirle latencia a TGF-f3.

A su vez, antes de ser secretado, el SLC se asocia a otra proteina, producto de un

segundo gen, llamada proteina de unidon a TGF-B latente (LTBP). Esta unidn se da a través

de puentes disulfuro entre residuos cisteina presentes en LAP y en LTBP (51), y se forma asi

el denominado complejo latente mayor o LLC (por Large Latent Complex) (Figura 3, 3). El

LLC, una vez secretado por las células permanece almacenado en la ME a través de uniones

covalentes entre las LTBPs y distintas fibras de la matriz (Figura 3, 4).

En mamiferos hay cuatro isoformas de LTBPs (LTBP1-4), de las cuales sdlo LTBP1,
LTBP3 y LTBP4 se asocian a LAP. Estas proteinas pertenecen también a la familia de las
fibrilinas, otras proteinas de la ME con las cuales comparten homologia de secuencias (52).
Estudios in vitro e in vivo demostraron que la interaccién de LTBP con TGF-3 latente es
fundamental para el correcto plegamiento y secrecidon del complejo (53). Ademas son
importantes mediadoras de la disponibilidad extracelular de TGF-[3, favoreciendo no sélo su
secrecion sino también su localizacién en la ME y participando también de su activacion (54-

57).

Como mencionamos, luego de su secrecion TGF-[3 permanece inactivo, anclado a la
ME, vy la liberacion de la citoquina de sus complejos latentes representa un paso clave en la
regulacién de su actividad bioldgica (Figura 3, 5) (50;52). Es asi como en la mayoria de los

tejidos, sélo una pequefia proporcidon de TGF-[3 se encuentra en estado activo.
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Figura 3. Esquema representando la regulacion del sistema TGF-3, desde su sintesis hasta la
activacion de la citoquina. LAP=Péptido de latencia asociado (barra larga azul); TGF-31
maduro (barra corta roja); LTBP= Proteina de unidn a TGF-3 latente (barra celeste)

* Activacion de TGF-31

Han sido descriptos diversos mecanismos de activacidon de TGF-[31, que involucran a
un variado grupo de moléculas “activadoras”, es decir, capaces de disociar a TGF-B de sus
complejos latentes (50), (58). La caracteristica comun a todas ellas es que, en general,
responden a perturbaciones en la ME. De esta manera, el proceso de remodelacién de la
matriz se auto-regularia, dado que TGF-[31 tiene un rol crucial en el mantenimiento de la

integridad y estabilidad de la ME (59).
Entre los mecanismos de activacion reportados se pueden mencionar:

e Activacion por proteasas: tanto las LTBPs como LAP presentan secuencias sensibles

de ser procesadas proteoliticamente y este mecanismo favorece la desestabilizacion

de los complejos latentes. Varias proteasas se identificaron in vitro como activadoras
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de TGF-[1 latente, entre ellas la plasmina (60), MMP2 (61), MMP9 (62), MT1-MMP,
ADAMTS], calicreinas (KLK) y catepsina D.

e Activacién por Trombospondina 1 (TSP1): este es uno de los pocos mecanismos

identificados in vivo. TSP1 interactua directamente con LAP modificandole su
conformacion, permitiendo asi la liberacion de TGF-B1 (63). Los ratones con
deplecion del gen TSP1 presentan una superposicidon parcial de fenotipos con los
ratones ko para TGF-1, reforzando la idea de que TSP1 es un activador de TGF-31 in
vivo (64).

e Activacidn por integrinas: también identificado in vivo, este mecanismo involucra

una interaccién directa de las integrinas con LAP por reconocimiento de una
secuencia especifica, RGD, presente en este Ultimo. La mutacién del sitio de unién a
RGD en las integrinas recapitula el fenotipo causado por la mutacién de TGF-f31,
indicando una importante funcion de estas moléculas en la activacidn de la citoquina
(65). Dos de las integrinas identificadas como capaces de activar TGF-31 son la avB6

(66)yla avps (67).

e Otros mecanismos: las especies reactivas de oxigeno (ROS), generadas durante el

estrés oxidativo, son también capaces de activar TGF-31. En particular se estudio
mas en detalle el efecto de la radiacion ionizante sobre la activacion de la citoquina
en la glandula mamaria (68;69). Por otro lado, la acidificacién del pH (pH < 4) in vitro
libera a TGF-3 de sus complejos latentes, posiblemente debido a la desnaturalizacidn
de LAP. Este mecanismo podria ser relevante en la activacion del TGF-B1 latente
depositado en la matriz dsea por los osteoblastos, ya que durante el proceso de
resorcién dsea por parte de los osteoclastos se genera un pH acido en este tejido

(70;71).

De todos estos mecanismos mencionados se desconoce en general la relevancia relativa
de cada uno in vivo. En cada tejido la activacién parece darse por mecanismos diferentes,

tejido-especificos, y no se conoce tampoco cdmo se encuentran regulados.

En particular en la hipdfisis, si bien la expresién y funcion de TGF-f1 han sido

investigadas durante varias décadas, hasta el momento ningun trabajo aborda el estudio de
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los mecanismos de activacion a nivel local, ni la relevancia de los mismos en la patogénesis

hipofisaria.

* Receptores y efectores intracelulares

Una vez liberado de sus complejos latentes, TGF-31 se une a sus receptores de

membrana para ejercer su efecto bioldgico en las células blanco (Figura 3, 6).

El receptor de TGF-31 es un complejo heterodimérico compuesto por dos tipos de
receptores transmembrana con actividad serin/treonin quinasa: el receptor tipo | (TBRI),
también llamado ALK (por Activin receptor-like kinase) y el receptor tipo Il (TBRI) (ver
revision en (44)). TGF-1 activo se une primero al TBRII, que se encuentra constitutivamente
fosforilado, y éste luego recluta al TBRI (ver esquema en Figura 4). Esta unidn permite que el
TBRII trans-fosforile y active al TBRI en su dominio citoplasmatico confiriéndole la actividad
guinasa que inicia la via de sefalizacion hacia el nucleo a través de la fosforilacion de las
proteinas SMAD (por small mothers against decapentaplegic) que regulan la transcripciéon

de los genes blanco de TGF-[31.

La via de las SMADs es compartida por los miembros de la familia TGF-3, la
especificidad de accidn esta dada por la activacidn de distintos tipos de SMADs segun el tipo
de receptor que se active. Hay diferentes clases de proteinas SMAD: las R-SMADs (SMADs
activadas por receptor) que son fosforiladas en respuesta a la activacién de los receptores, a
esta clase pertenecen SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 y SMADS. Las R-SMADs se asocian a
una Unica co-SMAD, SMAD4, formando un complejo que transloca al nucleo y recluta otros
factores necesarios para la activacion de la transcripcién. La tercera clase de SMADs son las
inhibitorias, o I-SMADs (SMAD6 y SMAD?7), las cuales compiten con las R-SMAD por la unién

a SMAD4, impidiendo la formacidn del complejo que activa a los genes blanco (Figura 4).

En la mayoria de las células, el subtipo de TPRI al cual se une TGF-31 es ALKS5, y
sefializa a través de la fosforilacion de SMAD2 y SMAD3 (72). Especificamente, en células
endoteliales, TGF-B1 puede activar tanto a ALK5 como a ALK1, éste Ultimo sefializa a través

de SMAD1.
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Figura 4. Esquema representando los receptores y vias de seiializacion de TGF-1
Grafico tomado de Gorelik &Flavell (73).

Ademas, existen otros receptores accesorios denominados tipo lll: betaglicano vy
endoglina. Los receptores tipo Ill no poseen dominios quinasa, pero son capaces de unirse a

los TBRI'y TRRIIl y regular la sefializaciéon del TGF (74).

TGF-f31 en hipdfisis

TGF-B1 ha sido descripta como un factor inhibitorio de la proliferacion de los
lactotropos y de la secrecién de PRL in vitro (75). Tanto la citoquina como su receptor tipo Il
(TBRII) se expresan en los lactotropos (76). Las células foliculo estrelladas son otra fuente de

TGF-f31 hipofisario (77).

De particular interés resulta que, dopamina y estradiol, los principales factores

reguladores de la funcién del lactotropo, modulan también la sintesis hipofisaria de TGF-[1:
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- Dopamina y TGF-f31:

Sarkar y colaboradores (38), demostraron que el agonista dopaminérgico
bromocriptina induce de manera dosis dependiente la secrecién de TGF-B1 al medio de
cultivo en células adenohipofisarias. También en estudios in vivo un tratamiento con
bromocriptina incrementa la expresidon de TGF-[31 hipofisario, asi como la sintesis de ARNm

de TGF-B1 vy la de su receptor T(3RII.

Ademads, en el mismo trabajo, los autores sugieren que la inhibicién de la
proliferacién de lactotropos inducida por dopamina a través del RD2, estaria mediada por
TGF-B1, dado que al utilizar anticuerpos que neutralizan TGF-B1 el efecto inhibitorio de

bromocriptina deja de evidenciarse (38).

Apoyando estos resultados se describié también que las lineas celulares PR1 y GH3,
derivadas de prolactinomas de ratas, con escasa o ausente presencia de RD2, son menos
sensibles al efecto inhibitorio de TGF-31 respecto de las células normales. Ambas lineas

celulares presentan asimismo bajos niveles de expresidon de TGF-1y de TPBRII (78).

- Estradiol y TGF-31:

Ha sido descripto que, en hipdfisis de ratas tratadas crénicamente con estrogenos,
existe una marcada disminucion de la sintesis y expresién de TGF-B1 y TBRII (79), efecto que
podria estar contribuyendo a la formacién del prolactinoma en este modelo. Por otro lado
también se demostré que los E2 inducen la expresion de TGF-[33, otra isoforma de TGF-3
que tendria funciones opuestas a TGF-31, incrementando la proliferacion celular de los

lactotropos (80).
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Figura 5. Esquema representando las interacciones entre dopamina (DA), Estradiol (E2) y
TGF-1 en la regulacion de la funcién de los lactotropos. Se ejemplifican los efectos sobre la
secrecidon de PRL pero también se observa el mismo tipo de regulacién sobre la proliferacion
de los lactotropos. Resumen de los antecedentes bibliograficos obtenidos in vivo e in vitro en
el modelo de ratas hembra estrogenizadas (75) (38).

Tal como se describié previamente, TGF-31 requiere un complejo mecanismo de
activacion para liberarse de sus complejos latentes y ejercer su funcién bioldgica. Hasta el
momento, los estudios realizados sobre la citoquina en hipdfisis se enfocaron sobre el
contenido total de TGF-[31, sin disociarlo del porcentaje de citoquina activa. Por otro lado,
no ha sido estudiado como la desregulacién del proceso de activacién de la citoquina podria

afectar la homeostasis de la glandula.

En base a estos antecedentes proponemos que TGF-f1 cumple un papel
fundamental en la homeostasis hipofisaria, posiblemente modulando los efectos
estrogénicos y dopaminérgicos sobre la funcion de los lactotropos. Postulamos que las
alteraciones en los distintos componentes del sistema TGF-B1 (niveles de TGF-B1 total
versus activo, sus activadores locales y sus complejos latentes) podrian participar en el

proceso de tumorogénesis hipofisaria.
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Objetivo general

Nuestro laboratorio estd abocado al estudio de los procesos involucrados en la
tumorogénesis hipofisaria, y la busqueda de blancos terapéuticos para el tratamiento de

prolactinomas resistentes a agonistas dopaminérgicos.

Como objetivo principal de esta tesis, nos centramos en la caracterizacién de los

distintos componentes del sistema TGF-B1 hipofisario y su regulacidn en hipdfisis normales

y modelos experimentales de prolactinomas.

Objetivos especificos

Capitulo 1: En la primer parte de esta tesis nos propusimos estudiar el sistema TGFB-1
comparativamente en hipdfisis normales y tumorales en dos modelos de prolactinomas
experimentales: los ratones hembra con mutacién nula del receptor de dopamina tipo 2

(Drd2'/’) y las ratas tratadas cronicamente con estrégenos.

Capitulo 2: A raiz de los resultados obtenidos en el capitulo 1, quisimos profundizar el
estudio de la regulacion del sistema TGF-[31 por dos de los principales moduladores de la
funcidon del lactotropo: la dopamina y los estrégenos. Para ello estudiamos los distintos
componentes del sistema TGF-31 comparativamente en ratones hembras y machos en el
modelo Drd2'/'; y evaluamos el efecto de tratamientos in vivo con estrégenos y con

agonistas y antagonistas dopaminérgicos.

Capitulo 3: Por ultimo evaluamos la efectividad de un tratamiento in vivo con péptidos
sintéticos, analogos de TSP1, como terapia para prolactinomas en el modelo de ratas

estrogenizadas.
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Modelos animales

Ratones transgénicos con disrupcion del receptor de dopamina D2 (Drd2'/')

Los ratones knockout (ko) para el RD2 (Drd2”"), designacién oficial de la cepa: B6;12952-
Drd2tmew” 4 cargo del Induced Mutant Resource en el Laboratorio Jackson (Bar Harbor, ME), fueron
generados por mutagénesis dirigida del gen RD2 en células embrionarias (8). La cepa hibrida original
(129S2/Sv X C57BL/6J) con el alelo mutado para el RD2 fue retrocruzada por ocho generaciones con
ratones salvajes (wt por wild-type) C57BL/6J. Los ratones mutantes y los wt fueron en general

producto de cruzas entre ratones heterocigotas.

Los animales se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental
(IByME-CONICET), en condiciones ambientales reguladas: temperatura de 22°C, un fotoperiodo de
12 horas de luz (7:00 — 19:00 hs) y 12 horas de oscuridad, y ventilacién permanente. Se les permitio

libre acceso al agua y alimento balanceado en forma de pellets (Gepsa Feeds, Grupo Pilar).

El genotipo de los animales fue determinado por PCR a partir de ADN gendmico (81). En
todos los experimentos se utilizaron ratones de entre 6 y 9 meses de edad de ambos sexos y

genotipos.

Todos los procedimientos experimentales fueron revisados y aprobados por el comité de Etica

del IByME.

Ratas hembra estrogenizadas (Ratas DES)

Se utilizaron ratas hembra adultas (60 dias) de la cepa Sprague Dawley (SD) criadas en el
bioterio del IByME. Las ratas fueron ovariectomizadas (OVX), bajo anestesia general (ketamina
50mg/kg, xilacina 10mg/kg, i.p.) y se les aplicd en forma subcutdnea un pellet de 20 mg del
estrogeno sintético dietilestilbestrol (DES, Sigma) en la zona dorsal. Luego de 4 semanas de
exposicién al pellet DES, las ratas fueron sacrificadas mediante decapitacion con guillotina. Se
recolectd la sangre troncal para la determinacion de PRL por RIA y se extrajo cuidadosamente la

hipdfisis anterior, descartando la neurohipéfisis. El tratamiento por cuatro semanas con DES resulto
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en el desarrollo de una hiperplasia hipofisaria acompafiada de un concomitante incremento en los

niveles circulantes de PRL (82;83).

En los tratamientos in vivo con los andlogos de TSP1, se utilizaron ratas con 2 semanas de
exposicidn al pellet DES, para evaluar si el tratamiento contrarrestaba la induccién de los tumores.

Para los tratamientos a tiempos cortos se utilizaron ratas DES con 4 semanas de exposicion.

Como grupo control se utilizaron ratas de la misma cepa y edad, en diestro al momento del
sacrificio, a las cuales no se les aplicé ningun tratamiento. Se eligid este estadio para disminuir la
variabilidad en los controles, debido a que es el momento del ciclo estral de menor concentracién
hormonal (E2, PRL, progesterona). El estadio del ciclo fue determinado mediante el andlisis de las

proporciones de los distintos tipos celulares presentes en muestras de frotis vaginal.

Experimentos in vivo
En ratones:

* Tratamiento con agonistas y antagonistas dopaminérgicos:

Se utilizaron ratones hembras y machos wt de entre 6 y 9 meses de edad. Los animales
fueron divididos en diferentes grupos:
- Grupo Sulp: se les inyectd el antagonista del RD2 de larga duracién Sulpiride (10
mg/Kg, i.p., Vipral Ivax.);
- Grupo Caberg: se les inyectd el agonista del RD2 Cabergolina (2 mg/Kg, i.p.,
Laboratorios Beta);

- Grupo Control: se les inyecté solucion fisioldgica.

Los tratamientos se realizaron a tiempos cortos, 30 minutos, para evaluar efectos
rapidos sobre la activacion de TGF-f31, o a tiempos largos, 24hs, para evaluar el efecto sobre

la sintesis de ARNm y sobre el contenido de TGF-[31 total.
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e Tratamiento con estradiol (E2)

Se utilizaron ratones hembras y machos wt y Drd2”". Los animales fueron inyectados en
forma subcutdnea con valerato de E2 (Progynon® Depot, Schering), un conjugado de
estrogenos de efecto prolongado (84), en una dosis de 0,2 mg/kg, o bien con el vehiculo:

aceite de ricino, en los grupos control. El tratamiento tuvo una duracion de 24hs.

En todos los casos, luego del tratamiento, los animales fueron sacrificados por
decapitacion con guillotina. Se recolectd la sangre troncal para la medicion de PRL por RIA, y
se extrajo la hipdfisis. Se removid la neurohipdfisis y se recolectd la adenohipéfisis en los

distintos buffers detallados para cada procedimiento.

En ratas

e Tratamiento in vivo con ABT-510 y ABT-898 en ratas DES

Los péptidos sintéticos analogos de TSP1, ABT-510 y ABT-898, fueron provistos por los

Laboratorios Abbott en el marco de los siguientes convenios:

e ABBOTT LABORATORIES, Pre-Clinical Study, Oncology group
Extracellular matrix and pituitary tumorogenesis |
MTA 20537,2007-2008 Investigational Product: ABT 510
Directora del convenio: Dra. Graciela Diaz-Torga

e ABBOTT LABORATORIES, Pre-Clinical Study, Oncology group
Extracellular matrix and pituitary tumorogenesis I
MTA 37310, 2010-2011 Investigational Product: A-428898
Directora del convenio: Dra. Graciela Diaz-Torga

Siguiendo las instrucciones de Abbott, las drogas fueron disueltas en dextrosa al 5% en

una concentracién de 70mg/ml.

Se evalud el efecto del tratamiento con ambos péptidos en el modelo de ratas DES. Las
inyecciones con los péptidos se realizaron a partir de la segunda semana de la exposicién de

las ratas al pellet DES, para evaluar un posible efecto de reversién de los parametros
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tumorales inducidos por el estrégeno sintético. Un grupo de ratas DES fue tratado con ABT-
510 (100mg/kg, i.p.); otro grupo fue tratado con ABT-898 (100mg/kg, i.p.) y el tercer grupo
fue tratado con el vehiculo dextrosa 5% (Grupo DES control). El tratamiento consistié en la
administracion de 3 inyecciones semanales durante dos semanas. Pasadas 48 hs luego de la
ultima inyeccion, se sacrificaron las ratas, se recolectd sangre troncal y se extrajo la
adenohipdfisis para su posterior andlisis (Ver esquema explicando el protocolo en la Figura
37, Capitulo 3). En simultdneo con estos experimentos se sacrificaron ratas hembras de la
misma camada sin ningun tratamiento que se encontraban en diestro al momento del

sacrificio.

e Tratamiento in vivo con ABT-510 a tiempos cortos

Estos experimentos se realizaron para estudiar el efecto del analogo de TSP1 sobre la
activacion de TGF-[31 y la secrecion de PRL a distintos tiempos. Se inyectaron ratas hembra
adultas en el estadio diestro del ciclo estral con una Unica dosis de 100mg/kg de ABT-510 y
se sacrificaron luego de 30 minutos, 2 horas 6 24 horas. También se determiné el efecto de
ABT-510 a tiempos cortos (2 horas) en ratas DES con 4 semanas de exposicion al pellet. Las
hipdfisis se procesaron para la determinacion de TGF-31 por ELISA. Los niveles de PRL se

midieron en suero por RIA.

Modelos in vitro

Cultivo primario de células adenohipofisarias de ratén

Obtencion de células

Las adenohipdfisis extraidas de ratones hembras wt y ko se colocaron en camaras con
medio Dulbecco-glut (Dulbecco madre con 1% glutamina). Las hipdfisis se lavaron 3 veces en
el mismo medio y se cortaron en fragmentos de aproximadamente 1mm?. Posteriormente,
se incubaron por 30 minutos en estufa a 37°C con 95% O, y 5% CO, en Dulbecco-glut
conteniendo 0,5% de tripsina. Luego fueron tratados con 1 mg/ml de ADNasa |
(Worthington Biochemical Corp.) por dos minutos mas y la digestion enzimatica se detuvo

con el agregado de suero fetal bovino (SFB) en exceso y posteriores lavados con Dulbecco-
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glut. Los fragmentos tisulares fueron colocados en el buffer Krebs-Ringer, preparado fresco,

sin Ca®* ni Mg2+ previamente filtrado y gaseado durante 15 minutos. El tejido se dispersé en
células individuales por trituracion suave utilizando pipetas Pasteur. La suspension
resultante fue filtrada con una malla de nylon (160 pm) y centrifugada 10 minutos a 1000
rom. Previo a la centrifugacion, se tomd una alicuota de la suspension celular para
cuantificar el rendimiento celular del tejido, que se realizd por conteo en cdmara de
Neubauer. La viabilidad celular se determiné por el método de exclusion de Azul Tripan, y

fue siempre mayor del 90%.

Cultivo de las células

El pellet celular fue re-suspendido en medio de cultivo DMEM completo. Las células se

sembraron en placas de cultivo estériles de 96 pocillos a una densidad de 35.000
células/pocillo y se incubaron en estufa a 37°C con 95% de O, y 5% de CO, Cumplidas 96 hs.
en cultivo, las células se lavaron dos veces con BIC-BSA y fueron pre-incubadas en este

medio libre de suero durante 3 hs antes del agregado de los estimulos correspondientes.

Tabla 1. Composicion de los buffers y medios utilizados para el cultivo primario de
células adenohipofisarias de ratén.

Buffer Krebs-Ringer DMEM completo
Componente Concentracién Componente Concentracion
Glucosa 14mM Dulbecco madre 84%
BSA 1% Suero de caballo 10%
MEM amino acidos 2% Suero fetal bovino 2.50%
MEM vitaminas 1% MEM no escenciales 1%
glutamina 2mM Penicilina/estreptomicina 20ug/ml
Hepes 10mM Fungizone 0.1%
NaHCO; 13.5mM Glutamina 2mM
NaCl 162mM
KaCl 32.5mM BIC-BSA
KH,PO4 16.25mM Componente Concentracion
pH ajustadoa 7.4 BIC madre 97%
BSA 0.1%
Glutamina 2mM

Penicilina/estreptomicina 20ug/ml
Fungizone 0.10%
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Cultivo de células de la linea GH3

El clon GH3 fue establecido en 1965 por A.H. Tashjian, Jr. a partir de un tumor
hipofisario de una rata hembra de 7 meses de edad de la cepa Wistar-Furth (85). Las células

estan adaptadas para crecer en medio F12 completo (ver tabla 2) incubadas en estufa a

372C con 95% de O, y 5% de CO,. Las células se conservan en nitrogeno liquido en criotubos
conteniendo 3.5 x 10° células en 1 ml de medio F12 completo, con DMSO al 20%. Al
momento de realizar los experimentos, un vial de células es descongelado rapidamente en
abundante medio F12 completo. Luego de centrifugar se re-suspenden las células en el
mismo medio vy, luego de 2 lavados para eliminar restos de DMSO, se siembran en botellas
de cultivo de 25 cm? en una densidad de 5 x 10° células / 8ml. El medio de cultivo se cambia
cada 2-3 dias, y se realizan pasajes una vez por semana, levantando las células suavemente
con 2,5 mg/ml de tripsina preparada en PBS estéril. Los experimentos se realizan luego del

cuarto pasaje a partir del descongelado de las células.
Tabla 2. Componentes del Medio F12 completo para el cultivo de las células GH3.

Medio F12 completo

Componente Concentracion
Ham's F12K (Gibco) 82.3%
Suero de caballo 15%
Suero fetal bovino 2.5%

Penicilina/estreptomicina 20ug/ml
Fungizone 0.1%

Experimentos in vitro

Células adenohipofisarias de raton

* Efecto de TGF-[31 sobre la proliferacion celular y la secrecion de PRL:

Las hipdfisis fueron extraidas y procesadas para cultivo celular como se describid
anteriormente. Se sembraron 35000 células por pocillo en placas de 96 pocillos en medio
BIC-BSA con o sin el estimulo: TGF-B1 1ng/ml. Se determind la proliferaciéon celular

mediante la mediciéon de la incorporaciéon de timidina tritiada (*[H]-Timidina).
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Inmediatamente después de aplicados los estimulos, se agregaron 0,2 UCi de 3[H]-
Timidina/pocillo. Luego de 24 hs de incubacidn, se recolecté el medio para la determinacion
de PRL por RIA vy las células fueron incubadas 20 min en solucion de lisis (0,05% de tripsina,
0,02% EDTA en agua desionizada). Posteriormente, el medio fue filtrado por vacio y la
fraccion nuclear recogida en filtros GF/C Whatman (la cosecha se realizé en un cosechador
automatico para placas de 96 pocillos). Luego de 5 lavados de los wells con agua
desionizada, los filtros se dejaron secar y se colocaron en viales plasticos que contenian 0,5
ml de solucidon de centelleo (Optiphase®). La radioactividad asociada a los filtros fue
analizada en un contador Beckman de centelleo y. En cada cultivo los tratamientos se

aplicaron por cuadruplicado.

Células GH3

* Efecto de ABT-898 sobre la secrecion de PRL y la activacion de TGF-p1:

Las células GH3 fueron sembradas en placas de cultivo de 12 pocillos (5x10° células por
pocillo) en 200ul medio F12 completo. Luego de 24 hs se descartd el medio y las células
fueron lavadas e incubadas en el medio experimental (F12, SFB 5%, glutamina 2mM,
penicilina/estreptomicina 20ug/ml) durante 3 hs. Se descarté el medio y se agregé medio
fresco con o sin el estimulo ABT-898 1UM. Se evalud el efecto a los 5, 15 y 30 minutos. A
cada tiempo se recolectd el medio para la medicion de PRL por RIA y se lisaron las células en

100ul de buffer de extraccion (ver tabla 3). Se determiné el contenido de TGF-31 activo por

ELISA en el lisado celular.

e Efecto de ABT-898 sobre el numero de células (indice de proliferacion):

Las células GH3 se sembraron en placas de 96 pocillos (20000 células por pocillo) en
medio F12 completo. Al dia siguiente se lavaron las células y se incubaron con medio
experimental (F12, glutamina 2mM, penicilina/estreptomicina 20ug/mly SFB 5% para evitar
el arresto de la proliferacidon) durante 3 hs. Las células se lavaron y se agregaron los
estimulos: ABT-898 1uM y EGF 10 ng/ml utilizado como control positivo de proliferacién. El

medio con los estimulos fue reemplazado cada 24 hs. Luego de 3 dias desde el primer
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estimulo, se evalud la proliferacion celular por medio de un ensayo colorimétrico, utilizando
un kit comercial (Ensayo de proliferacion celular no radioactivo, CellTiter96 AQueous,
Promega). El medio de cultivo fue descartado y las células se incubaron con la soluciéon
provista por el kit: 333mg/l MTS y 25uM PMS durante 30 min, 1 hs y 2 hs a 372C en la
estufa de cultivo. El ensayo detecta las células metabdlicamente activas capaces de reducir
el MTS. El producto de esta reaccién, el formazan, se detecta midiendo la absorbancia a
490 nm en un lector de ELISA. Por lo tanto, la absorbancia a 490 nm es un indicador del

numero de células viables.

Modelo ex vivo en hipdfisis de ratas

Este modelo tiene la ventaja de conservar la estructura tridimensional del tejido,
manteniendo intacta la matriz extracelular, lo cual no ocurre en los cultivos celulares. Luego
de extraer la hipofisis de ratas hembra controles en diestro, las mismas se separaron en
hemi-hipofisis para la incubacién de muestras apareadas, (una hemi-hipdfisis se utilizé como
control y la otra recibid el estimulo). Las hemi-hipéfisis fueron cortadas en fragmentos de
aproximadamente 1mm? y se incubaron en placas de cultivo de 96 pocillos (una hemi-
hipdfisis por pocillo) con 150 Yl de medio F12 completo. Se dejaron estabilizar durante 30

minutos, se descartd el medio y se colocd medio fresco sin suero conteniendo los estimulos.

e Efecto de ABT-898 sobre la activacién de TGF-31 ex vivo:

Las hemi-hipdfisis fueron incubadas como se detalld anteriormente. Se colocd el
estimulo (ABT-898 1uM) en medio fresco y luego de 30 minutos se recolecté el medio y se
juntaron los fragmentos de hipdfisis en 100 [l de buffer de extraccion (ver tabla 3). Se midié

el contenido de TGF-[31 activo por ELISA en el homogenato del tejido.
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Técnicas utilizadas

Radioinmunoensayo (RIA) para la deteccion de PRL de rata y de raton.

Muestras

Se determinaron los niveles de PRL de ratén en 10l de suero. También se midi6 la
PRL secretada al medio de cultivo por las células adenohipofisarias en 20l de medio diluido
1/200 en buffer EA: PBS (buffer fosfato 0,01M, NaCl 0,15M y 0.01% azida sédica, pH 7,4) con

1% de albumina de huevo (EA, por egg albumin).

Los niveles de PRL de rata se midieron en 10pl de suero. En todos los grupos que
recibieron el pellet DES, la determinacion hormonal se realizé6 en una dilucién 1/10 del
suero, debido a la alta concentracion de PRL inducida por el tratamiento. También se midid
la PRL de rata secretada por las células GH3 al medio de cultivo, en 10 pl de medio diluido

1/30 en buffer EA.
Reactivos

Los anticuerpos y estandares de referencia 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 ratén hecho en conejo y anti-
PRL de rata hecho en conejo (dilucion final 1/100000). Anticuerpo secundario: suero

policlonal de oveja anti-IgG de conejo (dilucién de trabajo 1:100).

Protocolo
El protocolo fue idéntico para la deteccion de PRL de rata o de ratén, pero en cada

125

caso, tanto el anticuerpo primario como la hormona marcada radiactivamente con [*“’I] y la

curva estandar, fueron especie-especificos.

La curva de concentraciones del estandar de referencia y la dilucion de las muestras
fueron preparadas por duplicado en un volumen final de 200l de buffer EA. Se agregaron
100ul del primer anticuerpo preparado en buffer PBS, EDTA 50mM, Suero normal de conejo
(NRS) 0.05% y 100l de la hormona marcada (aproximadamente 18000 cpm/tubo, diluida en

buffer EA) a los tubos patrones y de muestra, y se incubaron a temperatura ambiente
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durante 24 hs. Al dia siguiente, cada tubo recibié 100l del segundo anticuerpo diluido en
PBS y 400ul de PBS con 15% de polietilenglicol y se incubd a temperatura ambiente por 2,5
hs y luego a 42C durante 30 minutos. La fraccion conteniendo la hormona libre fue separada
de la fraccién unida al anticuerpo por centrifugacion a 49C (centrifuga Beckman
Instruments) a 2000 rpm durante 30 min. Se aspiré el sobrenadante y se midid la
radioactividad asociada al precipitado (correspondiente al complejo hormona-anticuerpo)
en un contador y Hewlett Packard (eficiencia: 82%). Los resultados se expresaron de
acuerdo a la preparacion de referencia RP3 de rata o de ratdn. Los coeficientes de variacion
intra-ensayo e inter-ensayo fueron 7,2 y 12,8%, respectivamente para el RIA de PRL de

ratén;y 6.9y 11.6% para el RIA de PRL de rata.

Western Blot (WB)

Preparacion de las muestras

Las adenohipdfisis enteras de raton y las hemi-hipdfisis de ratas se homogeneizaron

con un homogeneizador manual en 80l y 120ul, respectivamente, de buffer de extraccidn,

al cual se le agregd en el momento una mezcla de inhibidores de proteasas (PMSF, TPCK,
TAME, ZPCK y TLCK). El homogenato se centrifugd a 10000g durante 5 min a 4°C. Se separé
el sobrenadante y se descarté el pellet. En una alicuota del sobrenadante se determiné la
cantidad de proteinas con un fluorémetro Qubit™ segin protocolo detallado por el kit
Quant-it™ Assay de Invitrogen. Se tomd de cada muestra el volumen correspondiente a 30

Hg de proteina (ratones) o 50ug de proteina (ratas) y se agregd buffer de carga 5X y DTT

50mM (volumen final 30pl). Las muestras se calentaron a 95°C durante 5 minutos para

desnaturalizar las proteinas.

Tabla 3: Composicion de los buffers utilizados para la preparacion de las muestras para WB

Buffer de extraccion Buffer de carga 5x
Componente Concentracion Componente Concentracién
Tris-base 50mM Tris-HCI 150mM
CaCl, 10mM SDS 10%
MgCl, 1mM Azul de bromofenol 0.02%
Tritdon-X-100 1% pH 6.8
pH ajustado a 7.6
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Separacidn de proteinas

Las muestras y los marcadores de peso molecular (pretefiidos y biotinilados) se
sembraron en geles de poliacrilamida 10%. Se realizé la electroforesis en una cuba

conteniendo buffer de corrida, conectada a una fuente de poder a amperaje constante

(56mA, voltaje maximo 170V) durante aproximadamente 90 minutos. A continuacion las
muestras fueron transferidas de los geles a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) en buffer

de transferencia durante 75 minutos a voltaje constante (100V), en frio.

Tabla 4. Composicion de los buffers utilizados para la electroforesis

Buffer de corrida de WB Buffer de transferencia de WB
Componente Concentracion Componente  Concentracion
Tris-base 0.30% Tris-base 0.30%

Glicina 1.44% Glicina 1.44%
SDS 0.1% Metanol 20%
pH 8.3 pH 8.3

Incubacion de las membranas

1) Bloqueo de sitios inespecificos: leche en polvo descremada 5% preparada en PBS Tween

0.05% (PBS-T) durante 1h a temperatura ambiente.
2) Anticuerpo primario, diluido en BSA 1% preparado en PBS-T, toda la noche a 4°C.

3) Anticuerpo secundario conjugado a la enzima peroxidasa de rabanito (HRP), y anticuerpo

anti-biotina HRP, diluidos en PBS-T-BSA 1%.

Luego de cada incubacidn se lavé la membrana 3 veces por 10 min con PBS-T.
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Tabla 5. Listado de anticuerpos primarios y secundarios utilizados en WB

Anticuerpos primarios

Antigeno IgG Dilucién N catalogo Proveedor
TRRII conejo 1/200 sc 17791 Santa Cruz
B-actina ratén 1/5000 ab 6276 Abcam

pSMAD2/3 conejo 1/300 sc 11769 Santa Cruz
PCNA conejo 1/500 sc 7907 Santa Cruz

Anticuerpos secundarios acoplados a HRP
Dilucion N2catalogo Proveedor

anti-lgG de raton 1/5000 sc2314 Santa Cruz
anti- IgG de conejo 1/6000 sc 2004 Santa Cruz
anti-biotina 1/3000 Santa Cruz

Revelado de las membranas:

Las bandas inmunorreactivas se revelaron mediante la deteccion de Ia
guimioluminiscencia liberada por la oxidacién del sustrato luminol (250mM), en presencia
de H,0,. Esta reacciéon es catalizada por la enzima HRP que se encuentra acoplada al
anticuerpo secundario. La quimioluminiscencia emitida por las membranas en contacto con
el reactivo de revelado se detectd en el equipo Gbox chemi HR16 (Syngene). La intensidad
de las bandas (en pixeles) se cuantificd por medio del programa Image J.

Los valores de intensidad de las bandas correspondientes a las proteinas de interés
se relativizaron al valor de intensidad de la banda de [-actina (control de carga) en la
misma muestra y dicha relacion se expreso en unidades arbitrarias (u.a.). Entre incubaciones
con distintos anticuerpos primarios se realizd sobre la membrana una incubacidon con buffer
de stripping (Tris-HCI 62,5 mM, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 100 mM, pH 6,7) durante 40 min
a 50°C, y luego se repitié el proceso de incubacién de las membranas descripto

anteriormente
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ELISA para la deteccion de TGF-[31 activo y total

Preparacion de las muestras

Las adenohipofisis enteras de raton y las hemi hipéfisis de ratas se recolectaron y
homogeneizaron de la misma manera descripta para WB. El buffer de extraccion utilizado
no contiene agentes reductores y lleva un detergente no iénico (Triton X 100) para

minimizar la activacién de TGF-[31 durante el procesamiento de las muestras.

Para la deteccién de TGF-B1 activo, se sembraron 100 pl (toda la muestra) por
pocillo. Para la deteccién de TGF-B1 total (TGF-B1 activo + latente) se utilizaron 10pl de
homogenato, al cual se le agregd 4 volumenes del buffer diluyente provisto por el kit y se
realizd una extraccion acida de las muestras llevandolas a pH 3 con HCI 1N por 20 minutos.
Luego se normalizé el pH a 7,6 con NaOH 1N y se agregd el buffer correspondiente para
cada kit hasta completar los 100l que fueron sembrados en cada pocillo. La acidificacion de
la muestra produce la liberacién de todo el contenido de TGF-B1 que se encontraba en

estado latente almacenado en la matriz extracelular.

Deteccién de TGF-31

Se utilizaron dos ensayos comerciales diferentes para la deteccion de TGF-B1 por

ELISA. Todas las determinaciones en muestras de ratdén se realizaron con el ensayo

comercial TGF-B1 Emax ® ImmunoAssay System (Promega), siguiendo las instrucciones del
fabricante. La minima dosis detectable con este kit es de 32 pg/ml y presenta menos de un

3% de reaccién cruzada con TGF-32 y TGF-33.

Posteriormente se utilizé otro ensayo, debido a una mejor relacion costo/beneficio.

Todas las determinaciones en muestras de rata, incluyendo la linea GH3, se realizaron con el

ensayo comercial TGF-f31 Duo Set ELISA developement system (DY1679, R&D Systems),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La minima dosis detectable con este kit es de 7.3

pg/ml y no muestra reactividad cruzada con otros péptidos.
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Ambos kits utilizan el mismo sistema “sandwich” de deteccién utilizando dos
anticuerpos anti-TGF-31 que reconocen distintos epitopes de la molécula. Con el primer
anticuerpo (monoclonal) se recubren los pocillos de la placa y se “capturan” las moléculas
de TGF-B1 presentes en las muestras, y en los estandares de referencia. Luego el segundo
anticuerpo (policlonal) reconoce las moléculas de TGF-31 que ya estaban unidas al primer
anticuerpo. Por ultimo se utiliza un sistema de deteccion basado en una reaccion
colorimétrica catalizada por la enzima HRP, utilizando como sustrato TMB (Sigma-Aldrich,
T4444). El producto de la reaccién, proporcional a la cantidad de TGF-31 en la muestra, se
detecta por absorbancia a 450nm en un lector de ELISA. Se utilizd una curva estandar de
referencia confeccionada a partir de una solucién madre de TGF-1 provista por el kit, para
determinar la concentracién de TGF-B1 presente en las muestras. El contenido de TGF-31

activo y total fue expresado como pg de TGF-1/mg proteina.

PCR cuantitativa en tiempo real

Obtencidén de ARN total hipofisario

Las adenohipdfisis provenientes de los distintos grupos experimentales se
recolectaron en RNA later (Ambion) para su conservacion hasta el momento de uso. Se
extrajo el ARN total del tejido mediante la utilizacién del kit comercial RNeasy Protect mini
kit (QUIAGEN, #numero de catalogo 74124) siguiendo las especificaciones del fabricante. Se
cuantificd la cantidad de ARN total mediante la deteccidn de la absorbancia a 260nm en 1l
de muestra en un espectofotémetro nanodrop. La calidad y pureza del ARN extraido se
determiné mediante la relacién de absorbancias a 260nm/280nm (en todos los casos fue

mayor a 1,8).

Obtencién de ADN copia (ADNc)

Se realiz6 un ensayo de retrotranscripcion para obtener ADNc a partir de 750ug de
ARN (diluido en agua desionizada libre de ARNasas en 11l de volumen final), incubados con
100ng de primers aleatorios (random primers) y con una mezcla de dNTPs (0.5UM cada

uno). Esta preparacion se coloco en la termocicladora y se calenté a 652C por 5min. Luego
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se colocaron los tubos en hielo y se agregd a cada muestra 1l de la enzima Superscript IlI
RT (200 unidades/pl, Invitrogen, #numero de catdlogo 18080-93), 4ul del buffer de la
enzima (First-Strand buffer 5X), 1yl de DTT 0.1M y 1yl de inhibidor de ARNasa (RNAse
inhibitor, Roche). La reaccién se llevé a cabo segun el siguiente programa: 252C por 5min;
502C por 45 min y 752C por 15 min. El ADNc obtenido se mantuvo a -202C hasta el momento

de la utilizacion.

Diseio 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 las tablas 6 y 7. Los
primers 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 eleccién de los primers: el
producto amplificado debe tener entre 50 y 200 pb; el porcentaje de nucleétidos GC de los
primers debe ser alrededor del 50%; la temperatura de disociacion cercana a 602C; se
chequed que los primers no formaran dimeros entre si y siempre que fue posible se disefié
al menos uno de los primers complementario a una secuencia de unidn entre diferentes
exones en el gen de interés, para evitar la amplificacion de ADN gendmico. En todos los
casos se constatd que los primers fueran complementarios especificamente a la secuencia

de interés.
Tabla 6. Secuencias de los pares de primers de rata utilizados

Gen Primer sentido 5'-3' Primer antisentido 5'-3'

[B-Actina CCACCAGTTCGCCATGGATGAC GAGCATCGTCGCCCGCGAA

TGF-31 CAACAATTCCTGGCGTTACC AGCCCTGTATTCCGTCTCCT
LTBP1 AGCACCGTCACCTCTGCTCT ATCCTCGCAGTGGTCTCCAA
LTBP3 ATGGCCTCAGTTGCATAGAC  AAGGAGCCTGGTGTGTTCGT
LTBP4 CTGCGCGGAAGCGAATGTGC  TCCGCGCACGGGTGACAATC

TSP1 GTGCGCACCCTGTGGCATGA  ACCGGTCTTTGGCCTGTGGC
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Tabla 7. Secuencias de los pares de primers de ratén utilizados.

Gen

B-Actina
TGF-B1
TMEPAI
PAI-1

LTBP1
LTBP3
LTBP4

TSP1

Smad4
Smad7
Furina
MMP2
MT1-MMP
Integrina 36
Integrina 38

Kallikrein 1

Primer sentido 5'-3'

AGCCTTCCTTCTTGGGTATGG

CAACAATTCCTGGCGTTACC

TGTCCTCGGAAGGATGCCTCTGG

CGGGGGTGGTGAACTCAGTGT

AGCACCATCACCTCTGCTCT

ACGGCCTCAGTTGCATAGAC

TGACCTCCGATACAAACCA

AGCGCGGAGCTGGATGTACC

CACCCGCCAAGTAATCGCGCA

AACCCCGAGCTGGTGTGCTG

TCCTAGAGATTGAAAATACCAGTGAAG

GAATGCCATCCCTGATAACC

TCATGGGCAGTGATGAAGTC

TCTAAGGCCAAGTGGCAAAC

ACTGGGCCAAAGTGAACACAA

GCCCATCGACCTGCCCACTG

Reaccién de PCR en tiempo real

Primer antisentido 5'-3'

GCCACCGATCCACACAGAGTA

AGCCCTGTATTCCGTCTCCT

CAGCGAGTCGGTCAGTGGGC

ACGCCTGGTGCTGGTGAATG

CAGACACTGCTGCTCCAA

AAAGAGCCTGGTGTGTTCGT

AGGCAGAAAGCCTGTAGGTG

CACATTCTGCAGCACCCCCTGAA

CTGGCCGGCTGACTTGTGGAAG

TGGACAGCCTGCAGTTGGTTTGA

GGCTGTGCCATACAGAACGA

TTGGTTCTCCAGCTTCAGGT

ACTTGGGATACCCTGGCTCT

TGCTTCTCCCTGTGCTTGTA

GAACACACCATCCGCATTCC

CACTGGAGCTCATCTGGGTATTCA

El ADNc fue diluido 1/10 en agua libre de ARNasas, se tomaron 5 Ul de cada muestra

y se mezclaron con 6.25ul de QuantiFast SYBR green PCR kit (QIAGEN, #204056) y 1.25pl de

una mezcla de los primers sentido y anti-sentido 1.25UM cada uno, en placas de 96 pocillos

cubiertas por un film éptico adherente. La reaccion se llevd a cabo en un termociclador

iCycler (Bio-Rad), utilizando un programa estandar detallado en la tabla 8. Se utiliz6 como

control endégeno [-actina, detectado en las mismas muestras que los genes de interés, en
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la misma placa de PCR. Se analizaron los datos utilizando el programa Bio-Rad I1Q5, mediante
el cual se fue monitoreando el incremento en la fluorescencia (proporcional al nimero de
copias de ADN) a lo largo de la reaccién de PCR. Se establecié un valor umbral de
fluorescencia en el cual el incremento es lineal y se determiné para cada muestra el numero
de ciclos en el que se alcanza el umbral (denominado CT). Para determinar la expresion
relativa de los genes se utilizé el método delta-delta CT, donde se comparod el CT del gen de
interés respecto del CT del gen endégeno (delta CT) y este valor a su vez se compard con un
calibrador interno (delta-delta CT). El calibrador interno fue la hembra wt cuando se
compararon muestras de ratones hembras y machos wt y ko para el RD2; el grupo wt
control de cada sexo cuando se compard el efecto del tratamiento con agonistas o
antagonistas dopaminérgicos o el tratamiento con E2; las ratas hembra en diestro cuando se
comparo el efecto de DES y de los tratamientos con ABT-510 y ABT-898. El método delta-
delta CT toma como supuesto que la eficiencia de la reaccion de PCR es igual para el gen de
interés y para el gen de referencia. Se determind la eficiencia de reaccion para cada uno de
los genes utilizando una curva de concentraciones crecientes de ARN inicial. Las eficiencias

fueron similares para los genes de interés y para los de referencia.

Tabla 8. Programa de PCR en tiempo real

Ciclo Temperatura Tiempo
Ciclo 1 (1x)
Desnaturalizacién 95°C 5 minutos
inicial
Ciclo 2 (40x) 10
Desnaturalizacion, 952C segundos
apareamiento de 602C 30
primers y extension segundos
Ciclo 3 (71x) 10
Curva de 602C - 959C *
., segundos
disociacion

* incremento de temperatura de 0.52C a partir del ciclo 2
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Fijacion de hipdfisis para técnicas histoldgicas

Inmediatamente después de la recoleccion del tejido, las hipdfisis enteras en el caso
de los ratones, o hemi hipdfisis en el caso de las ratas, se colocaron en el fijador formalina
(formol 4% en PBS). Luego de la fijacion y deshidratacién por pasajes en alcoholes de

gradacién creciente, el tejido fue incluido en moldes con parafina derretida a 602C.

Los tacos de parafina se enviaron a cortar en microtomo en secciones de 4 um de
espesor y se montaron en portaobjetos de vidrio cargados con poli-lisina. En el mismo
portaobjetos se colocaron secciones de hipdfisis wt y ko (modelo de ratén) o controles y
tratadas (modelo de rata), para su comparacién. Los vidrios se utilizaron posteriormente
para detectar la expresiéon y localizacion de las proteinas de interés mediante

inmunofluorescencia o inmunohistoquimica.

Inmunofluorescencia (IF) para el receptor Il de TGF-3

Los portaobjetos conteniendo cortes histoldgicos de hipofisis de ratones hembra wt
y Drd2”" se utilizaron en el protocolo de IF para la deteccién del receptor de TPRII que se
detalla en la tabla 9. Como control negativo se omitié el anticuerpo primario en, al menos,
un corte de cada animal. En todos los casos observamos ausencia de la marca de
fluorescencia. Se analizaron al menos 3 cortes de cada animal, de 3 animales diferentes para
cada genotipo. El analisis fue cualitativo. Las fotos se tomaron en un microscopio confocal

Nikon C1 Plan Apo. La longitud de onda de excitacion fue de 488 nm para el FITC.
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Tabla 9. Protocolo de IF

Despardfinizacion e hidratacion
Xilol

Alcohol 100°

Alcohol 96°

Alcohol 90°

Alcohol 70°

PBS

Recuperacion antigénica:

Se calentd el Buffer Citrato 0.01M pH 6
en horno microondas

Lavado con PBS

Bloqueo de uniones inespecificas:
Leche en polvo descremada 5% en PBS
Anticuerpo primario:

anti-TBRII hecho en conejo, dilucién 1/50

Santa Cruz sc 1700

Lavado con PBS

Anticuerpo secundario:

anti 1gG de conejo conjugado con FITC, hecho en

burro, dilucién 1/100, Santa Cruz sc 2090
Lavado con PBS

Montaje en Mowiol

2 pasajes de 10 min
10 min
10 min
10 min
10 min
2 pasajes de 10 min

Pre calentamiento del buffer 3 min

Se agregan los portaobjetos y se calienta 10 min
Se deja enfriar 20 min

2 pasajes de 10 min

1 h atemperatura ambiente

todala noche
en camara humeda, a4°C
2 pasajes de 10 min c/u

1:30 hs (en camara humeda)
en oscuridad
2 pasajes de 10 min c/u

Inmunohistoquimica (IHQ) para la deteccion de CD-31

Mediante esta técnica se estudid la vasculatura en secciones de adenohipdfisis de

ratas control en diestro, ratas DES y DES tratadas con ABT-510 o ABT-898. Se utilizd un

anticuerpo especifico para la deteccion del marcador de células endoteliales CD-31. Este

marcador es comunmente utilizado para la evaluacion de parametros angiogénicos.

Combinando la técnica de IHQ para CD-31 y el analisis de imagenes mediante el programa

Image J (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/) se determinaron los siguientes parametros de

angiogénesis:
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« Area vascular relativa: calculada como el drea ocupada por los vasos respecto del
area total de tejido.
« Densidad Microvascular (DMV): calculada como el nimero de vasos por mm?

« Area promedio de los vasos

El protocolo de IHQ utilizado se detalla en la tabla 10.

Una vez realizada la inmunomarcacion con CD31, se obtuvieron imagenes utilizando
una camara digital Canon PowerShot G6 acoplada a un microscopio Zeiss Axiostar plus con
objetivos de aumento 40x. Se tomaron al menos 4 imagenes (de distintos campos) de cada
seccion, y se analizaron al menos 3 secciones de tejido por cada animal. En el programa
Image J se fijé una escala para relacionar los pixeles con um?. En cada imagen obtenida se
delimité manualmente el perimetro de cada vaso y luego se calculd el area comprendida por

los mismos. Por ultimo, se calculd el area total ocupada por el tejido en cada campo.

El drea vascular relativa se determind dividiendo el area vascular absoluta (definida
como la suma de las dreas de todos los vasos correspondientes a una foto) por el area total
de cada foto. Luego se promediaron las areas relativas correspondientes a cada animal. La
densidad microvascular se determiné contando el nimero de vasos presentes en cada
imagen, y se expresé como nuimero de vasos/mm? Se promedié la DMV de las distintas
imagenes del mismo tejido. Por ultimo, el drea promedio de los vasos se calculd dividiendo
el drea vascular absoluta, es decir, la suma de las areas de todos los vasos correspondientes

a una foto, por el nimero de vasos totales de cada foto.
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Tabla 10. Protocolo basico de IHQ

Despardfinizacion e hidratacion
Xilol

Alcohol 100°

Alcohol 96°

Alcohol 90°

Alcohol 70°

PBS

Recuperacion antigénica:

Se calento el Buffer Citrato 0.01M pH 6
en horno microondas

Lavado con PBS
Inhibicion de peroxidasas enddgenas:

Agua oxigenada 3% en PBS
PBS

Bloqueo de uniones inespecificas:
Leche en polvo descremada 5% en PBS
Anticuerpo primario:

Diluciones preparadas en PBS

en aproximadamente 30 por corte
Lavado con PBS

Anticuerpo secundario:

Anticuerpo secundario biotinilado
PBS

Sistema de revelado:

Streptavidina-avidina ABC (1/50 A + 1/50 B en PBS)
PBS

Sustrato enzimatico ( 5 pl de H,0,) + cromégeno
(2,5 mg de DAB disuelto en 10 ml de PBS)

Agua

Contratincion

Hematoxilina

Agua

Deshidratacion y montaje

Zimografia

2 pasajes de 10 min c/u
10 min
10 min
10 min
10 min
2 pasajes de 10 min c/u

Pre calentamiento del buffer 3 min

Se agregan los portaobjetos y se calienta 10 min
Se deja enfriar 20 min

2 pasajes de 10 min

30 min
2 pasajes de 10 min

1h

todala noche
en camara humeda, a 4°C
2 pasajes de 10 min

1h (en cdmara humeda)
2 pasajes de 10 min

30 min (en cdmara humeda)
2 pasajes de 10 min
3min

2 pasajes de 10 min

20 segundos
2 pasajes de 10 min

Las adenohipdfisis de ratones hembras y machos wt y Drd2’/’, se homogeneizaron en buffer

de extraccion como se indica en la seccidn de preparacion de las muestras para WB. Se

tomaron 30ug de proteinas y se agrego el buffer de carga 5X. Para conservar la actividad de

las proteinas NO se agregd DTT ni otros agentes reductores, ni se calentd la muestra. Las
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proteinas se sembraron en un gel de poliacrilamida 8% preparado con 1.5mg/ml de gelatina
(sustrato de MMP2 y MMP9). Luego de la corrida electroforética, los geles fueron lavados
en una solucién con Tritéon X100 2.4% (2 veces por 30min) para eliminar el SDS del buffer de
corrida y permitir la re-naturalizacion de las proteinas. A continuacion se incubaron los geles

en el buffer de activacién (Tris Base 50mM, CaCl, 5mM, NaN; 3mM) y se dejaron 48 hs a

37°C (a las 24 hs se renovo el buffer). Los geles fueron tefiidos de azul con la solucién de
tincién (Coomassie Blue 0.1%, Metanol 30%, Acetona 10%) durante 2 hs a temperatura

ambiente con agitacion. El exceso de colorante se lavé con la solucidn destefidora (Metanol

30%, Acetona 10%) en agitacidn hasta que se observé la aparicién de bandas blancas debido
a la degradacion de gelatina en las zonas donde hubo actividad de gelatinasa (MMPs). Se
lavaron los geles con agua corriente y se escanearon para el andlisis de la intensidad de las
bandas utilizando el programa Imagel. Las MMP2 y MMP9 se distinguieron por sus pesos
moleculares. Mediante esta técnica también se detectan las pro-MMPs que son inactivas,

pero durante la electroforesis se activan por accion del SDS.

Estadistica

Los resultados fueron expresados como la media + error estandar (ES). 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
gue se cumplieran los supuestos de los modelos estadisticos utilizados: normalidad
mediante el test de Shapiro-Wilk (P>0.05) y homogeneidad de varianzas, mediante el test de

Levene (P>0.05). El programa estadistico utilizado fue el Statistics 8.

Capitulo 1: se utilizé la Prueba T de Student para muestras independientes cuando se
compararon las medias entre dos grupos experimentales (e.g. ratones hembra wt vs. ko,

ratas DES vs. ratas control en diestro).

Capitulo 2: Para las variables TGF-f31 activo, TGF-[31 total y PRL sérica se realiz6 ANOVA de
dos factores cuando se compard entre sexos y genotipos, o entre sexos y tratamientos con
agentes dopaminérgicos. En el caso del tratamiento con estrégenos se realizdé ANOVA de 3

factores para comparar entre sexos, genotipos y tratamientos. Cuando la interaccién entre
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los factores fue significativa, se analizaron los efectos simples y se realizaron comparaciones

a posteriori aplicando el Test de Tukey.

Los resultados de expresion de ARNm de los distintos genes estudiados se analizaron
mediante ANOVA de dos factores cuando se compard entre sexos y genotipos. Las

diferencias entre tratamientos se analizaron por separado en cada sexo.
La correlacion entre TGF-31 y PRL se analizé mediante el test de Spearman.

Capitulo 3: Las comparaciones entre los distintos tratamientos en ratas se analizaron por
ANOVA de un factor. En el caso de las hemi-hipodfisis incubadas ex vivo (Capitulo 3, Figura

45), se utilizé la Prueba T de Student para muestras pareadas.
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Capitulo 1

Caracterizacion del sistema TGF-31

en prolactinomas experimentales
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INTRODUCCION DEL CAPITULO 1

Modelos experimentales de prolactinomas

Existen varios modelos animales en los que se puede estudiar el desarrollo de los
prolactinomas. Entre ellos, las ratas seniles representan un modelo fisiolégico (86). Pero los
prolactinomas también pueden ser inducidos experimentalmente en distintos modelos,
entre los cuales se puede mencionar: la aplicacion crénica de estrégenos en ratas (87),
ratones transgénicos que sobre-expresan galanina (88), TGF alfa (89), el factor de
crecimiento neural (NGF) (90) o el receptor tipo 4 truncado del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) (91) en los lactotropos; ratones transgénicos que sobre expresan la
subunidad B de hCG en forma sistémica (92), ratones knock-out para el receptor de

prolactina (93) y los ratones hembra con delecién del receptor de dopamina D2 (RD2) (94).

En particular en el desarrollo de esta tesis utilizamos dos de estos modelos, los

cuales describimos en detalle a continuacion.

Ratones knock out para el receptor dopaminérgico D2 (Drd2'/ )

Estos ratones fueron generados por los doctores Malcolm Low y Marcelo Rubinstein
en Portland, Oregon, E.E.U.U. (8) a través de la delecion completa del exén 7 y la mitad 5°
del exdén 8 del gen del receptor dopaminérgico D2 murino mediante recombinacion
homoéloga. Dichos exones codifican para los ultimos dos dominios transmembrana del RD2,
el tercer lazo extracelular y la cola carboxi-terminal intracitoplasmatica, por lo cual estos

ratones genéticamente modificados carecen de RD2 funcionales.

En nuestro laboratorio demostramos que los ratones Drd2” de ambos sexos
desarrollan hiperprolactinemia ya a partir de la sexta semana de vida (81), y que en las

hembras los niveles séricos de PRL son siempre mayores que en los machos.
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A partir de los 6 meses de edad unicamente las hembras Drd2”" desarrollan una
hiperplasia hipofisaria de lactotropos con un aumento del peso de la hipdfisis de 2 a 3 veces

** A los 17-18 meses de edad las hembras Drd2” desarrollan

respecto a las hembras Drd2
adenomas hipofisarios evidenciados por la presencia de ndédulos multifocales,
agrandamiento de la glandula con aumento del peso de unas 30 veces respecto a las
hembras Drd2+/+ y destruccién de las fibras de reticulina, caracteristica tipica de los
adenomas. Los machos de la misma edad presentan pequefios nddulos multifocales

también con ruptura de la red de reticulina indicando desarrollo de multiples

microadenomas focales sin el desarrollo de una hiperplasia marcada (94).

Debido a la ausencia del receptor dopaminérgico D2, este modelo resulta ideal para

la busqueda de terapias alternativas a prolactinomas resistentes a agonistas

dopaminérgicos.

Prolactinomas inducidos por tratamiento crdnico con estrogenos en ratas

El modelo experimental de prolactinomas inducidos por estréogenos ha sido
ampliamente desarrollado en varias cepas de rata, tanto en machos como en hembras (95-
97). La cepa de rata mas utilizada para este modelo es la Fisher 344, debido a que presenta
una mayor sensibilidad a los estrégenos respecto de otras cepas (98) (99). El tratamiento
estrogénico crénico induce una hiperplasia, hipertrofia y desgranulacidn de los lactotropos,
acompafiada de hiperprolactinemia y pérdida en la proporciéon de otros tipos celulares
hipofisarios. Estudios bioquimicos sefialan que alrededor de la cuarta semana, esta

hiperplasia deriva en un adenoma de lactotropos o prolactinoma.

El crecimiento continuo de este tipo de tumores, al menos en las primeras etapas, es
dependiente de la presencia estrogénica (100), y la aplicacién de dopamina o sus agonistas

pueden bloquear hasta cierto punto este efecto y producir la regresién del tumor (101) (102).

En nuestro laboratorio, este modelo, consiste en la aplicacion de un pellet
subcutdneo de 20 mg del estrégeno sintético dietilestilbestrol (DES), en la zona dorsal de
hembras adultas de la cepa Sprague Dawley. Si bien esta cepa es menos sensible a la accién

de los estrégenos que la F344, en el laboratorio demostramos que luego de 4 semanas de
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tratamiento se verifica un incremento en el tamano de la hipdfisis que puede duplicar o
triplicar a las hipoéfisis normales; y un aumento en los niveles séricos de PRL (82;83); (103) y

Figura 6B.

El efecto tumorogénico de los estrégenos se debe a diferentes acciones: en el
hipotalamo, el E2 disminuye la actividad de neuronas dopaminérgicas (14); en los
lactotropos, inhibe la actividad de los receptores RD2 (104) y estimula directamente la
expresion génica de PRL, su almacenamiento y secrecidn (5;7); estimula factores de
crecimiento proliferativos y pro-angiogénicos como VEGF, bFGF, EGF, entre otros (105;106)
e inhibe factores anti-proliferativos como TGF-31 (107). Ademas se demostré que los
estrogenos tienen capacidad de promover el desarrollo de nueva vasculatura con suministro
directo de sangre arterial a la hipdfisis (105). Por lo tanto, los tumores hipofisarios

secretores de prolactina inducidos por estradiol, son altamente angiogénicos.

TGF-[1 en prolactinomas

Tal como mencionamos en la introduccion general, TGF-B1 y su receptor tipo Il
(TBRII) se expresan en los lactotropos (76) y la citoquina ha sido descripta como un factor

inhibitorio de la proliferacion de los lactotropos y de la secrecidn de PRL in vitro (75).

En los prolactinomas experimentales generados en ratas tratadas crénicamente con
estrogenos se reportd una marcada disminucién de la sintesis y expresion de TGF-B1 y del
receptor TBRIl (79), efecto que podria estar contribuyendo a la tumorogénesis.
Congruentemente con esta hipdtesis se demostrd que los ratones TBRII+/' presentan una
acelerada formacién de prolactinomas en respuesta a un tratamiento con estrégenos

respecto de sus pares TRRII"* (108).

En cambio, no hay en la bibliografia muchos antecedentes sobre la expresién de TGF-
31 en adenomas hipofisarios humanos. En algunos trabajos se ha detectado la expresion de
TGF-31 y del TBRII por inmunohistoquimica y a nivel de ARNm en hipdfisis normales y en

distintos subtipos de adenomas, incluidos prolactinomas, y en carcinomas hipofisarios

(109;110).
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Por otro lado, aun no se ha estudiado la contribuciéon de esta citoquina en el
desarrollo de tumores en los ratones Drd2‘/'; asi como tampoco se ha estudiado, en ningun

modelo de prolactinoma, cémo se encuentra afectado el proceso de ACTIVACION de TGF-31

ni la identidad y regulacion de los activadores locales.
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OBJETIVOS DEL CAPITULO 1

En base a los antecedentes mencionados, en este primer capitulo nos propusimos
caracterizar los distintos componentes del sistema TGF-B1 hipofisario y determinar si
existen alteraciones de los mismos en dos modelos de prolactinomas experimentales:

ratones hembra Drd2'/'y ratas hembra estrogenizadas.

Objetivos especificos:

1) Determinar el efecto de TGF-P1 in vitro en el modelo de ratén Drd2”

2) Evaluar el contenido hipofisario de TGF-[31 activo, total y la expresion de
ARN mensajero, comparativamente en hipofisis normales y tumorales de
los dos modelos.

3) Estudiar la expresidon de componentes del procesamiento y ensamblaje
del complejo latente TGF-31: LTBPs

4) Estudiar la expresiéon y regulacion de posibles activadores de TGF-[31:
Trombospondina 1 (TSP1)
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RESULTADOS DEL CAPITULO 1

Caracterizacion de los modelos experimentales de prolactinomas

Los dos modelos animales de prolactinomas descriptos en la introduccion de este
capitulo son utilizados desde hace varios afios en nuestro laboratorio para el estudio de los
mecanismos de tumorogénesis hipofisaria. Ambos modelos comparten caracteristicas
relacionadas con la formacién de adenomas hipofisarios secretores de prolactina, tales
como un incremento en el tamafio de la hipdfisis, hiperprolactinemia e hiperplasia de
lactotropos.

En el modelo de ratén, habiamos demostrado previamente en el laboratorio que la
ausencia del receptor dopaminérgico RD2 en hembras (Drd2'/') causa un incremento en el
peso de la hipdfisis respecto de las hembras salvajes (Drd2** o wt por wild-type) (Figura 6A),
con un concomitante aumento en los niveles de PRL sérica. En la Figura 6B se grafican los
valores de prolactina sérica del sub-grupo de ratones hembras Drd2** y Drd2” que
posteriormente se utilizaron en este trabajo para determinar los niveles de TGF-31.

El otro modelo de prolactinomas utilizado en esta tesis es el de las ratas tratadas
cronicamente con estrogenos. Luego de tan solo cuatro semanas de exposiciéon al DES, se
verifica un aumento de entre 3 y 4 veces del peso hipofisario en comparacidn a una hipdfisis
normal de ratas sacrificadas en diestro (Figura 6C) y un incremento significativo de los

niveles de PRL sérica (Figura 6D).
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Peso hipofisario

Diestro

Prolactina sérica

Diestro

A Peso hipofisario C
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I
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® 30 1 . 40
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Figura 6. Peso hipofisario y prolactina sérica en dos modelos de prolactinoma experimental.
A) Peso hipofisario de ratones hembra de entre 6 y 8 meses de edad. N=35 y 26. B) PRL sérica
determinada por RIA. N= 16 y 10. C) Peso hipofisario de ratas hembras de 2 meses de edad
tratadas con un pellet de 20 mg de DES o sacrificadas en diestro, N=10 y 11. D) Niveles de PRL
luego de 4 semanas de tratamiento con DES en ratas hembra adultas, N= 11. Analisis
estadistico: Prueba T de Student para muestras independientes. ¥*P<0.0001 en todos los
Casos.

DES

*

DES

Efecto de TGF-f1 in vitro en células adenohipofisarias en cultivo primario

Nuestro interés en el estudio de TGF-B1 y su regulacién a nivel hipofisario radica en

la capacidad de esta citoquina de ejercer un control inhibitorio sobre la proliferacién celular

y la secrecién de prolactina, caracteristicas que la posicionan como un posible blanco

terapéutico para el tratamiento de prolactinomas que no

convencionales.

responden a terapias

El efecto inhibitorio de TGF-31 ha sido demostrado en el modelo de ratas tratadas

con estradiol, tanto in vivo como in vitro, pero en estos trabajos siempre fue estudiado en

contraposicidn a los efectos estrogénicos sobre el lactotropo.
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Realizamos estudios in vitro en el modelo de ratén Drd2” para determinar si el
efecto de TGF-[31 sobre células hipofisarias en cultivo era similar al descripto en bibliografia
en el modelo de rata, y si dicho efecto se veia alterado en ausencia de control

dopaminérgico.

En la Figura 7 se muestra el efecto de un estimulo con TGF-1 (1 ng/ml, 24 hs) sobre la
secrecion de PRL (Figura 7A) y la proliferacién celular (Figura 7B) en cultivo primario de

+/+

células adenohipofisarias provenientes de ratones hembra Drd2™" y Drd2”". Basalmente las

células Drd2” secretaron mayores niveles de PRL respecto a las Drd2**

, probablemente
debido al incremento en la poblacidn de lactotropos en hipdfisis tumorales respecto a otros

tipos celulares y respecto a la poblacidn celular en hipdfisis controles.

Se encontro una diferencia en la respuesta evocada por el estimulo con TGF-[31 en los
distintos genotipos. Tanto la secrecion de PRL como la proliferacion celular se vieron
inhibidas por el tratamiento con TGF-31 Unicamente en las células provenientes de ratones

Drd2+/+, mientras que en las células Drd2”" esta respuesta fue abolida por completo.

[l CcControl
. TGF-31 . ..
Prolactina 23 B Proliferacion
5000 1 NS = 1400 1
4000 1 T T o 12007 ¥
S 1000 A
— 3000 A * S E | NS
E S5 800 _
%D 2000 A é — 600 A T
S 400 -
1000 S 200 -
0 - T 1 0 - T 1
Drd2 +/+ Drd2-/- Drd2 +/+ Drd2 -/-

Figura 7: Efecto in vitro de TGF-B1 (1 ng/ml, 24 hs) en cultivo primario de células
adenohipofisarias de ratones Drd2** y Drd2” sobre: A) Secrecién de PRL medida por RIA en
el medio de cultivo. (P<0,03). ANOVA de dos factores, interaccidon genotipo x tratamiento
(P=0,047), Test de Tukey, *P=0.008 Drd2"* control vs. Drd2** TGF-B1; Drd2”" control vs. Drd2”
- TGF-31 (NS, no significativo). B) Proliferacion celular evaluada por incorporacién de [*H]
timidina. Andlisis estadistico: ANOVA de dos factores con interaccidn entre genotipo vy
tratamiento (P=0,033), seguido de Test de Tukey. *P=0.004 Drd2"* control vs. Drd2** TGF-B1.
Drd2” control vs. Drd2”" TGF-B1 (NS). También se encontraron diferencias entre genotipos
con el mismo tratamiento (P=0,0002). N= 4 cultivos independientes con muestras por
cuadruplicado.
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Estos resultados demuestran que, al igual que en el modelo de rata, TGF-31 presenta

una accion anti-proliferativa e inhibitoria sobre la secrecidon de PRL en hipdfisis de raton vy,

mas aun, que dicha accién es dependiente de la presencia del RD2 ya que el efecto no se

observa en las células Drd2”".

Expresion del receptor de TGF-[3 tipo Il (T[RII) en hipdfisis Drd2"”* y Drd2”

Dado que ha sido descripto que la dopamina estimula la expresion del receptor TBRII
hipofisaria (38), nos preguntamos si la ausencia de respuesta a TGF-31 en las células Drd2”
podria estar relacionada con una alteracion en la expresién de este receptor provocada por

la disrupcidén de la regulacién dopaminérgica en este modelo.

Efectivamente, al evaluar la expresidn proteica del receptor TBRIl por Western Blot en
homogenatos de hipdfisis de ambos genotipos, encontramos que las hembras Drd2”

presentan una menor expresion respecto de sus pares Drd2** (Figura 8A).

Asimismo, evaluamos la expresidn de este receptor mediante inmunohistoquimica de
fluorescencia y también observamos una reduccién en la marca correspondiente al TBRII en

cortes histologicos de hipdfisis Drd2” (Figura 8B).

La menor expresion del receptor TRRII en hipofisis hiperplasicas de ratones Drd2”
podria explicar, en parte, la ausencia de respuesta en las células adenohipofisarias Drd2”

frente al estimulo con TGF-31.
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Figura 8: Expresion hipofisaria del receptor de TGF-31, TPRII. A) Expresidn de TPRII evaluado
por WB en forma comparativa en homogenatos de hipdfisis de hembras Drd2"* y Drd2”. La
intensidad de la banda inmunorreactiva para TBRII (70kDa) fue relativizada a la de B-actina, y
expresada en unidades arbitrarias. Las hembras Drd2” presentaron menor expresion de T[3RII
respecto de las Drd2*". *P=0,0075. Andlisis Estadistico: Test de Student, N=6. Abajo bandas
obtenidas en un WB representativo para TBRIl y B-actina. B) Imagenes representativas de la
expresién y localizacion de T[RRIl en adenohipdfisis WT vy Drd2” detectadas por
inmuofluorescencia.

Caracterizacion de TGF-f31 en prolactinomas experimentales

Hasta aqui los resultados presentados y los antecedentes bibliograficos, nos dan la
pauta de que la accidén de TGF-31 se encuentra alterada en los modelos de prolactinoma y
podria estar contribuyendo a la formacion del tumor. En esta seccion nos propusimos
profundizar este estudio, evaluando distintos componentes y puntos de regulacién del
sistema TGF-B1, comparativamente en hipdfisis normales y tumorales, con el fin de

identificar a qué nivel se encuentra alterada la regulacién de la citoquina.
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Expresion del ARNm de TGF-f31

Comenzamos evaluando si habia alteraciones a nivel de la sintesis de TGF-1 en los
modelos de prolactinomas. Se cuantificaron los niveles de expresion del ARNm de TGF-1
mediante PCR en tiempo real en adenohipdfisis de ratones Drd2** y Drd2”", y de ratas
control en diestro o tratadas con DES durante 4 semanas. En la Figura 9 se observa que las
hipofisis tumorales, tanto en el modelo de induccidn de prolactinoma inducido por
tratamiento crénico con estrogenos (ratas DES) como en los prolactinomas inducidos por
ausencia de inhibicion dopaminérgica (ratones hembra Drd2'/'), presentaron menores

niveles de ARNm de TGF-{31.
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Figura 9. Expresion de ARNm de TGF-B1 hipofisario. Determinado por PCR en tiempo real
con primers especificos para TGF-31. Se analizaron los resultados mediante el método A ACT,
utilizando [B-actina como gen enddégeno y el valor promedio de las hembras Drd2"* o del
grupo Diestro como calibrador A) Los ratones hembra Drd2” presentaron menores niveles de
expresion de TGF-B1 que sus pares +/+. *P=0.01, N=8,6. B) El tratamiento con DES indujo una
disminucion en la sintesis de ARNm de TGF-1 comparado con hipéfisis control en diestro.
*P=0.038 N=4. Andlisis estadistico: Prueba T de student para muestras independientes.

Contenido de TGF-[31 activo y total en hipdfisis

A continuacidn analizamos la expresidén de TGF-[31 a nivel proteico en homogenatos
de hipdfisis en ambos modelos. En este punto cabe recordar que TGF-[31 se secreta en estado
latente y permanece anclado en la matriz extracelular hasta que algun estimulo especifico

facilita la liberacién de sus complejos latentes, proceso denominado activacién de TGF-31.
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Previamente se habia demostrado que en las hipdfisis de ratas estrogenizadas los
niveles de expresion de TGF-B1 se encuentran disminuidos. Pero hasta el momento estos
estudios no habian diferenciado los niveles de TGF-1 activo y latente, sino que siempre se
media el contenido total de la citoquina utilizando una metodologia de extraccion que la

liberaba de sus complejos latentes. Dado que consideramos que la_activacién de TGF-31

representa un punto clave en la regulacién de esta potente citoquina, nos intereso estudiar
especialmente si los niveles de TGF-B1 activo se encontraban alterados en las hipofisis
hiperplasicas. Para ello utilizamos un ensayo comercial de ELISA lo suficientemente sensible
como para medir la citoquina libre (en estado activo) al momento de recolectar el tejido.
Mediante este ensayo también pudimos determinar el contenido total de TGF-31 (activo +
latente) realizando un tratamiento acido en las muestras, que libera artificialmente todas las
moléculas de TGF-B1 que se encuentran en estado latente secuestradas en la matriz

extracelular.

Mediante este analisis, encontramos en ambos modelos de prolactinoma una
disminucidn significativa del contenido hipofisario, no solo de TGF-[31 total (Figura 10A y B),
sino también de TGF-1 activo en las hipdfisis tumorales respecto de sus respectivos

controles (Figura 10Cy D).
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Figura 10. Alteraciones en el contenido activo y total de TGF-B1 hipofisario en
prolactinomas experimentales. Contenido de TGF-1 total medido por ELISA luego de
acidificacién de las muestras en homogenatos de hipdfisis de A) ratones hembra Drd2”
respecto de sus pares wt. ¥P=0.029, N=15,9 B) ratas hembra tratadas por cuatro semanas con
DES respecto de controles en diestro.* P= 0.028, N= 8,5. Niveles de TGF-B1 activo,
determinados por ELISA, en las hipofisis tumorales de ambos modelos: C) ratones hembra
Drd2” respecto de las Drd2** *P<0.0001, N=15,12. D) ratas DES respecto de ratas control en
diestro. *P= 0.02, N=8,5. El contenido de TGF-f1 activo y total fue expresado por mg de
proteina total hipofisaria. Andlisis estadistico: Prueba T de Student para muestras

Diestro DES

Analizando comparativamente los valores del contenido hipofisario de TGF-f31 se

desprende que Unicamente el 8% de la citoquina total se encontré en estado activo en las

hipodfisis de ratones hembra Drd2** y Drd2'/', y solo el 3% se encontrd en estado activo en

las hipofisis de ratas hembra en diestro o tratadas con DES. Esta baja proporcion de TGF-31

activo/total pone en evidencia la importancia de la regulacién de la activacion a nivel local

de la citoquina.

Con el objetivo de verificar si la disminucidn en los niveles de TGF-1 activo en las

hipofisis tumorales se veia reflejado efectivamente en una reduccién del efecto biolégico de

la citoquina, estudiamos algunos de los eventos intracelulares desencadenados por la unién
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de TGF-[31 a su receptor, tales como la fosforilacion de SMAD2/3 (pSMAD2/3) y la activacion
de genes blanco.

En el modelo de ratén evaluamos por PCR en tiempo real la expresiéon de ARNm de
dos genes que se encuentran regulados positivamente por la citoquina: el inhibidor del
activador de plasmindogeno (PAI-1) (111) (112) y la proteina transmembrana inducida por
androégenos (TMEPAI, por transmembrane prostate androgen-induced RNA) (113;114).

Una vez inducida por TGF-31, TMEPAI, actua ejerciendo un feedback negativo sobre
la actividad de la citoquina, inhibiendo la fosforilacion y translocacidén al nucleo de las

proteinas SMAD2 y 3 (115).

PAI-1 presenta en su promotor un elemento de respuesta al factor de transcripcion
SMADS3, activado por TGF-B1 luego de su union al receptor ALKS5 (116). PAI-1 regula la
activacion de plasmina en la matriz extracelular, inhibiendo el activador de plasminégeno

tipo urokinasa (uPA).

En la Figura 11A y B se observa como ambos genes se encontraron disminuidos en
las hipéfisis de hembras Drd2”, en concordancia con el menor contenido de TGF-1 activo
hallado en este genotipo comparado con las hipéfisis Drd2*".

En el modelo de ratas estrogenizadas, estudiamos por WB la expresion de pPSMAD2/3
y encontramos una inhibicion en esta via de sefializacion de TGF-[31 en las hipofisis tratadas
con DES en comparacién con las hipofisis controles en diestro (Figura 11C). También en este
modelo se observa una concordancia en la reduccién del contenido de TGF-1 activo y de

sus efectos bioldgicos.
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Figura 11. Alteraciones en la actividad de TGF-B1 hipofisario. Evaluacidn de la expresion de
genes blanco de TGF-B1 mediante PCR en tiempo real en hipdfisis de hembras Drd2** y Drd2
”. A) Niveles de ARNm de TMEPAI. *P= 0.0002, N=7,6. B) La expresion de ARNm de PAI1. *P=
0.024, N=6,4. C) Niveles de expresion proteica de pSMAD2/3 determinados por WB vy
relativizados a [3-actina. *P=0.0021, N= 8,10. D) Imagen representativa de las bandas
inmunoreactivas para pSMAD2/3 y [-actina en hipdfisis. Analisis estadistico: Prueba T de
student.

Expresion de las Proteinas de unién a TGF-Llatente (LTBPs)

Como mencionamos en la introduccién general de esta tesis, las LTBPs son
necesarias para el correcto plegamiento y secrecidon del complejo TGF-[3 latente, asi como
para su incorporacion a la matriz extracelular. Se propone que estas proteinas tendrian
también un rol en la regulacion de la activacién de TGF-[3. Las isoformas LTBP1, LTBP3 y

LTBP4 son capaces de unir TGF-31. Hasta la actualidad no habian sido descriptas las

isoformas de LTBPs presentes en hipofisis normales y tumorales, y la funcion de las mismas

en la regulacion de la disponibilidad de TGF-B1.
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Evaluamos la expresion del ARNm de LTBP1, LTBP3 y LTBP4 en hipdfisis normales y
tumorales en el modelo de disrupcion de la funcién dopaminérgica en los ratones Drd2'/'y

en el modelo de ratas estrogenizadas (Figura 12).

Demostramos por primera vez que las tres isoformas de LTBPs capaces de unir TGF-
31 se expresan en hipdfisis y, mds aun, encontramos una expresion diferencial de las
mismas entre hipodfisis normales e hiperplasicas. En los prolactinomas de ambos modelos
experimentales hallamos menores niveles de expresion de LTBP1 y LTBP4 respecto a sus

controles. La expresion de LTBP3 no presentd diferencias entre los grupos controles y los

tumorales.
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Figura 12. Expresion de las distintas isoformas de LTBPs en hipdfisis normales y tumorales.
Se midio la expresion de ARNm de LTBP1, LTBP3 y LTBP4 por PCR en tiempo real en hipdfisis
de ratones hembra Drd2** y Drd2” (A, By C) y en hipdfisis de ratas control en diestro o
tratadas por cuatro semanas con DES (D, E y F). A) Las hembras Drd2” presentaron menores
niveles de LTBP1 en hipodfisis. *P=0.0099, N=13,9. B) No se encontraron diferencias en la
expresion de LTBP3 en hipdfisis de ratén. N=14,11. C) LTBP4 se encontrd reducido en las
hipéfisis de hembras Drd2” . *P=0.058, N=14,9. D) La expresion de LTBP1 se vio reducida por
el tratamiento con DES en hipodfisis de ratas. *P=0.009 N=4. E) No se encontré diferencia de
expresion de LTBP3 en hipdfisis de ratas. N= 4. F) Se verificd una menor expresién de LTBP4
en las hipdfisis de ratas tratadas con DES. *P=0.014, N=4. Analisis estadistico: Prueba T de
Student para muestras independientes.
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Posibles activadores de TGF-1: Trombospondina 1 (TSP1)

Hasta aqui demostramos que en los dos modelos de prolactinomas hay una
inhibicion de la activacion de TGF-31 y de sus proteinas de latencia. Para completar la
caracterizaciéon del sistema TGF-B1 nos preguntamos si habria alteraciones también en la
expresion de los posibles activadores de TGF-1. Nos interesé particularmente estudiar la
expresion de TSP1, una glicoproteina de la ME descripta como uno de los principales
activadores de TGF-B1 in vitro e in vivo. Sarkar y col. ya habian demostrado la disminucién
de la expresion de esta TSP1 mediante inmunomarcacién en hipodfisis de rata luego de un

tratamiento crénico con estrégenos (117).

Determinamos la expresion del ARNm de TSP1 mediante PCR en tiempo real en
hipofisis normales y tumorales en nuestros modelos experimentales. En la Figura 13 se
observa que la expresion de este posible activador local de TGF-[31 se encuentra disminuida
significativamente en las hipdfisis de hembras Drd2” y en las de ratas tratadas con DES

respecto de sus controles.
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Figura 13. Expresion de Trombospondina 1 (TSP1) en modelos de prolactinoma. Se
determino la expresién de ARNm de TSP1 hipofisario por PCR en tiempo real. A) TSP1 se
encontré disminuida en las hipdfisis de ratones Drd2” respecto de los +/+. *P= 0.003
N=14,9. B) La expresion de TSP1 disminuyd significativamente en los prolactinomas
inducidos por DES en ratas. *P=0.002, N=4. Analisis estadistico: Prueba T de Student para
muestras independientes.
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DISCUSION DEL CAPITULO 1

Los prolactinomas son los tumores hipofisarios mas frecuentes en humanos, y en
general responden bien a la terapia farmacoldgica con agonistas de la dopamina. Sin
embargo, para los pacientes que exhiben resistencia a los farmacos dopaminérgicos, es
necesario encontrar terapias alternativas.

Dado que hay varios antecedentes en la literatura describiendo un efecto inhibitorio
de TGF-B1 sobre la funcién de los lactotropos (38;107;118), consideramos que esta
citoquina podria ser un buen candidato para el desarrollo de nuevos blancos terapéuticos
para el tratamiento de prolactinomas.

Para verificar esto, en primer lugar nos propusimos caracterizar en hipofisis normales
y tumorales el “sistema TGF-B1”, al cual definimos como los distintos componentes
implicados en la compleja regulacion que presenta esta citoquina, que participan de su
sintesis, formacion de complejos latentes, secrecién, anclaje en la ME, activacidn, unién a
sus receptores y sefializacion.

En este primer capitulo de la tesis nos abocamos a estudiar distintos componentes del
sistema TGF-B1 en dos modelos experimentales de prolactinomas: los ratones hembra con
disrupcion del receptor dopaminérgico D2, y las ratas hembra estrogenizadas. Estos modelos,
si bien tienen una etiologia bien diferente, presentan caracteristicas comunes al desarrollo
de prolactinomas, principalmente el incremento en el peso hipofisario y los elevados niveles

de prolactina sérica.

Las hembras Drd2'/', al carecer de receptor RD2, representan un modelo ideal de
prolactinomas resistentes a farmacos dopaminérgicos. La desventaja que presenta este
modelo es el lento desarrollo de los tumores (a partir de los 6 meses de edad) y la dificultad
en la obtenciéon de los ratones ko debido a los problemas de fertilidad que presentan. En
cambio, en las ratas estrogenizadas, el desarrollo de los prolactinomas se debe a la
exposicidén a un exceso de estrégenos de niveles farmacoldgicos, con lo cual es un modelo un
poco mas alejado de lo que ocurre normalmente en humanos. La ventaja de este modelo es
gue presenta un desarrollo mas rdpido de los tumores (a partir de la cuarta semana de
tratamiento) y que se encuentra muy bien caracterizado dado que se ha utilizado

ampliamente en la bibliografia.
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En este sentido, el grupo de Sarkar y col. describid que varios componentes del
sistema TGF-B1 se encuentran disminuidos en el modelo de ratas Fischer 344 estrogenizadas,
tales como los niveles de ARNm y de proteina total de TGF-1y de su receptor TBRII (107).

En este trabajo nos basamos en estos antecedentes, verificamos algunos de esos
resultados en un modelo similar utilizado ampliamente en nuestro laboratorio generado en
ratas de la cepa Sprague Dawley (82;83), y profundizamos el estudio comparandolo con el

modelo de prolactinomas generados por ausencia de RD2 en ratén.

TGF-B1 es un potente inhibidor de la proliferacion en diversos tipos celulares, y se ha
demostrado que reduce la proliferacion celular basal e inducida por estrégenos, asi como
también la secrecion de PRL en cultivo primario de adenohipdfisis de rata (118). En nuestros
estudios in vitro demostramos también en el modelo de ratéon que TGF-B1 inhibe la
proliferacién celular y la secrecidon de prolactina en células hipofisarias de hembras Drd2*".
Sin embargo, en las células Drd2”" no se observa el efecto inhibitorio de TGF-[31. Esta
ausencia de respuesta puede estar relacionada con la reducida expresién del receptor de
TGF- tipo Il hallada en las hipéfisis Drd2”". De manera similar, la resistencia a la inhibicién
del crecimiento celular mediado por TGF-B1 se vio asociada a una disminucidén en la
expresién de los receptores tipo | y tipo Il de TGF-f3 en la linea celular PR1, derivada de un
prolactinoma de rata (78) y en células epiteliales de cancer de préstata humano (119). Estos
resultados corroboran la existencia de una interaccion entre TGF-1 y el receptor
dopaminérgico RD2 en la inhibicién de la funcién de los lactotropos, tal como habia sido

propuesto por Sarkar y col. en prolactinomas de ratas (38).

De acuerdo con los antecedentes bibliograficos, verificamos que los prolactinomas
inducidos por tratamiento con estréogenos en ratas presentaron menores niveles de ARNm de
TGF-B1 y una reduccién en el contenido total de la citoquina. Estos resultados fueron
idénticos en los prolactinomas generados por ausencia de control dopaminérgico en ratones
Drd2”". Sin embargo el aporte mas novedoso de este trabajo consistio en extender el estudio

a la regulacion de la activacidn de la citoguina. Demostramos que tanto las hembras Drd2”

como las ratas tratadas con DES presentaron menores niveles hipofisarios de TGF-B1 activo

qgue sus respectivos controles. Mas aun, esto se vio acompafiado por una reduccion en la
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actividad bioldgica de la citoquina, evidenciada por la disminucion de la expresion de los

genes blanco PAI1 y TMEPAI y de los niveles de PSMAD2/3.

Es interesante destacar que sélo encontramos entre un 3 y un 8% de la citoquina total
hipofisaria en estado biolégicamente activo. Es decir, la mayor proporcidn de la citoquina se
encuentra en estado latente, como reserva en la matriz extracelular, donde debe sufrir un

proceso de activacidn altamente regulado para ejercer su funcién biolégica. Estos resultados

ponen de manifiesto la necesidad de medir los niveles de TGF-B1 activo, y no sdlo el

contenido total cuando se realizan estudios sobre la accidn del sistema TGF-31 en diferentes

tejidos.

Por otro lado, es sabido que las diferentes LTBPs también participan en la regulacion
de la biodisponibilidad y funcién de TGF-B a diferentes niveles: aseguran el correcto
plegamiento y secrecion, regulan el anclaje temporal y espacial de TGF-B en la matriz
extracelular y la interaccién con otras proteinas de la matriz, y participan en la activacién de
TGF-B (52;120). En este trabajo describimos, por primera vez en la literatura, que las tres
isoformas de LTBPs capaces de unirse a TGF-31 se encuentran expresadas en hipdfisis
normales y tumorales. La expresion local de LTBP1 y LTBP4 se vio disminuida en los
prolactinomas respecto de las hipdfisis normales tanto en el modelo de rata como el de
ratén, lo cual nos sugiere que la alteracidn en la expresién de estas proteinas podria estar
relacionada a las alteraciones observadas en la actividad de TGF-B1 local, y por lo tanto,
participando en la formacién del tumor. En cambio LTBP3 no presentd diferencias en su
expresion en ninguno de los dos modelos, indicando que esta isoforma no tendria un papel
relevante en el desarrollo de los prolactinomas.

Al presente existen pocos datos en la bibliografia acerca de la alteracion en los
niveles de LTBPs durante el proceso de tumorogénesis o carcinogénesis, pero en general se
observa una marcada disminucidn en la expresion de estas proteinas de latencia en tejidos
transformados respecto al tejido adyacente normal (121;122); y se ha postulado que la

menor expresion de LTBPs en tumores malignos limita la disponibilidad local de TGF-B1

conduciendo a la falta de efecto supresor sobre la proliferacidn de células epiteliales (123).

Por ultimo evaluamos la expresion de TSP1 en ambos modelos de prolactinomas. El
rol de TSP1 como activador de TGF-1 se encuentra bien documentado en la bibliografia,

siendo una de las pocas moléculas cuya capacidad de activar TGF-1 latente ha sido
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demostrada tanto en sistemas in vitro como in vivo (63). Previamente habia sido descripto
gue TSP1 se encuentra inhibida en las hipodfisis de ratas tratadas crénicamente con
estrogenos (117). En esta tesis verificamos una disminucion en la expresion del ARNm de
TSP1 en las ratas estrogenizadas de la cepa Sprague Dawley y también lo hallamos reducido
en las hipodfisis de hembras Drd2”" . TSP1 presenta numerosas funciones ademas de la
capacidad de activar TGF-31, siendo una de las mas importantes la supresién de la

angiogénesis (124).

La similitud de los resultados obtenidos en ambos modelos experimentales de
prolactinoma, a pesar de su diferente etiologia nos sugiere que la alteracion de la regulacion
del sistema TGF-[1 seria una caracteristica comun de los adenomas hipofisarios que podria
estar participando en la génesis del tumor.

La reduccién en los niveles de expresién de TSP1 encontrada en ambos modelos de
prolactinomas experimentales nos indican que esta proteina cumpliria un rol fundamental
en el mantenimiento de la homeostasis hipofisaria, ya sea manteniendo los niveles de TGF-
B1 activo y/o manteniendo el equilibrio entre factores pro y anti-angiogénicos en la
glandula. En base a esto proponemos que la restauracidon de los niveles locales de TSP1
podria constituir una terapia eficiente para este tipo de tumores. En el tercer capitulo del
presente trabajo ensayamos, la eficacia de un tratamiento in vivo con péptidos sintéticos
analogos de TSP1 (ABT510 y ABT898), en el modelo de prolactinoma inducido por

estrogenos en rata hembra, obteniendo resultados promisorios.

Resumiendo los resultados expuestos en este capitulo, podemos concluir que los dos
modelos de prolactinomas estudiados, uno generado por exceso de estimulacion
estrogénica, y el otro, por deficiencia de inhibicion dopaminérgica, presentaron multiples
alteraciones en el sistema TGF-f31. Encontramos disminuida la sintesis de la citoquina, el
contenido total y activo de la misma; una reducida respuesta in vitro y menores niveles de
expresion del receptor tipo Il; asi como también observamos una disminucidon en la
expresion de las proteinas de latencia LTBP1 y LTBP4 y de TSP1, uno de los posibles
activadores de TGF-31.

La inhibicion general en el sistema TGF-[31 hipofisario que encontramos por igual en

los dos modelos de prolactinoma nos sugiere que esta citoquina juega un rol fundamental
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en el mantenimiento de la homeostasis hipofisaria. Nuestros resultados posicionan a TGF-

B1 vy a los distintos componentes de este sistema como blancos terapéuticos para el

tratamiento de aquellos prolactinomas resistentes a las terapias convencionales.

Por otro lado, de estos resultados también se desprende que tanto la dopamina
como los estrégenos, los principales moduladores de la funcién del lactotropo (proliferacion
y secrecion de PRL), presentan una fuerte influencia sobre el sistema TGF-f31, y este, a su
vez, impacta en la regulacion de los mismos lactotropos, conformando una intrincada red

regulatoria.



Capitulo 2

Diferencias sexuales en el
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Regulacion por dopamina y estradiol.
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INTRODUCCION DEL CAPITULO 2

Diferencias sexuales en la tumorogénesis hipofisaria en el raton Drd2”

Como mencionamos en el capitulo anterior al describir el modelo del ratén Drd2'/’, la
pérdida de control dopaminérgico impacta de manera mucho mas pronunciada en las

hipdéfisis de hembras que en la de los machos (81;125;126).

Si bien en ambos sexos se aprecia una hiperprolactinemia a partir del segundo mes
de vida, los niveles de PRL sérica son siempre mayores en las hembras que en los machos
(Figura 14A y B) (127), y Unicamente las hembras desarrollan una hiperplasia de los
lactotropos a partir del sexto mes de vida. Alrededor del octavo mes de vida, las hipdfisis de
las hembras Drd2”" duplican o triplican el tamafio respecto a las hembras Drd2'/', mientras
gue sus congéneres masculinos no presentan aumento de peso hipofisario (Figura 14C). En
cambio, a los 17-20 meses de edad, tanto hembras como machos desarrollan adenomas,
evidenciados por la ruptura de la red de reticulina. En los machos, estos adenomas se
presentan como pequefios nddulos multifocales, mientras que en las hembras se presentan

como macroadenomas, con agrandamiento de la glandula de hasta unas 30-50 veces (94).
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Figura 14. Diferencias sexuales en el desarrollo de prolactinomas en los ratones Drd2”.
Niveles de PRL sérica determinada por RIA, en hembras (A) y en machos (B) *p<0.05 vs. wt
de la misma edad (127). C) Peso hipofisario en hembras y machos de 8 meses, wty ko para el
RD2, datos recolectados durante varios afios en nuestro laboratorio. Analisis estadistico:
ANOVA de dos factores, interaccion P<0.0001, * P<0.0001 hembras ko vs. wt.
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Es evidente que la falta de tono dopaminérgico es el principal evento que induce la
hiperplasia de lactotropos en los ratones ko para el RD2. Sin embargo esto resulta
aparentemente insuficiente como Unico inductor ya que los machos Drd2” no generan
hiperplasia hipofisaria. Por lo tanto la acciéon de otros factores debe ser necesaria para

explicar el desarrollo diferencial entre sexos de los prolactinomas.

Se encuentra ampliamente descripto en la literatura que el tono dopaminérgico
sobre los lactotropos es mayor en las hembras que en los machos. En 1981 Gudelsky y
Porter reportaron que la concentracion de dopamina en la eminencia media de ratas
hembra en diestro era aproximadamente 7 veces mayor que la de machos (128). A su vez,
las neuronas TIDA (principal fuente de dopamina hipotaldmica) presentan una mayor
actividad basal en las hembras respecto de los machos (129) y esto parece deberse a la
accion de los estrégenos, dado que la ovariectomia suprime la actividad TIDA, y el
reemplazo estrogénico la recupera. En los machos, por el contrario, la castracidén incrementa

la actividad de estas neuronas y la testosterona la inhibe (130).

Por otro lado, ya mencionamos que el E2 es un importante estimulador de los
lactotropos, contraponiéndose al efecto inhibitorio de la dopamina. Mas aln, se ha visto
gue la inhibicion por dopamina de la secrecién de PRL y de la proliferacion de los

lactotropos es menos potente en presencia de estrogenos (104).

En base a estos antecedentes, los estrégenos fueron pensados como los primeros
candidatos a mediar las diferencias sexuales en el desarrollo de prolactinomas en los
ratones Drd2”". Es asi como el grupo del Dr. Malcom Low demostré que al castrar las
hembras Drd2”" al nacer se impide el desarrollo de la hiperplasia hipofisaria. Sin embargo, el

reemplazo sdlo con estrégenos no logrd restablecer el tamafo hipofisario que desarrolla

una hembra Drd2” intacta. En el mismo trabajo, los autores proponen que el desarrollo de
la hiperplasia hipofisaria en estos ratones no se deberia a un efecto directo de la falta de
sefializacion de dopamina, sino mas bien a la accion de factores estimulatorios sobre el
lactotropo, que encuentran un ambiente permisivo frente a la ausencia de oposicion

dopaminérgica (131).
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Por lo expuesto, los mecanismos implicados en las diferencias sexuales en los
ratones deficientes en RD2 no se encuentran del todo identificados. La interaccién entre los
efectos dopaminérgicos y estrogénicos sobre la regulaciéon de los lactotropos y la

modulacion de factores locales podrian ser responsables de estas diferencias.

Tal como describimos en la introduccion general, TGF-31 es un buen candidato como
mediador de los efectos dopaminérgicos y estrogénicos sobre el lactotropo, ya que regula la
actividad de este tipo celular y a su vez es regulado positivamente por dopamina vy
negativamente por estradiol. Apoyando esta hipédtesis, en el capitulo anterior demostramos
que el sistema TGF-31 se encuentra inhibido en dos modelos diferentes de prolactinomas
experimentales: por ausencia de control dopaminérgico en las hembras Drd2'/'y por exceso

de estimulacién estrogénica en las ratas DES.

Por lo tanto, en este capitulo nos propusimos profundizar el estudio de la regulacion
hipofisaria de TGF-31, poniendo énfasis en las diferencias sexuales y en la regulacion del

sistema por dopamina y estradiol.

Dado que se observan diferencias entre los sexos en el desarrollo de los
prolactinomas, tanto en humanos como en los modelos experimentales, nos preguntamos
también si esto puede estar relacionado con una diferente participacion sexo-especifica del

sistema TGF-31 en el desarrollo de estos tumores.
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OBJETIVOS DEL CAPITULO 2

En base a los antecedentes presentados, nos propusimos estudiar las diferencias
sexuales en los diferentes componentes del sistema TGF-1 hipofisario y la regulacion de los

mismos in vivo por dopamina y estradiol.

Objetivos especificos:

1) Evaluar el contenido hipofisario de TGF-[31 activo, total y del ARNm

2) Estudiar la expresion de componentes que participan en el ensamblaje
de TGF-(31 latente: la enzima furina y las LTBPs.

3) Determinar la expresion de posibles activadores de TGF-B1 a nivel
hipofisario.
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RESULTADOS DEL CAPITULO 2

Contenido de TGF-[31 hipofisario en hembras y machos

Comenzamos estudiando las diferencias sexuales en el sistema TGF-B1 hipofisario
comparando los niveles de ARNm de TGF-31 medidos por PCR en tiempo real y el contenido
de TGF-[31 activo y total determinados por ELISA, en hipdfisis de hembras y machos wt.
Evaluamos también el impacto que sufren estos parametros frente a la ausencia de control

dopaminérgico en los ratones ko para el receptor D2.

Los niveles de ARNm de TGF-B1 resultaron mayores en machos respecto de hembras
(Figura 15A), mientras que no se observaron diferencias entre genotipos en ninguno de los
sexos. Sin embargo, se observa en las hembras ko una tendencia a una menor expresién
respecto de las wt. En cuanto al contenido de TGF-f31 total, no se encontraron diferencias
entre sexos ni genotipos, aunque, nuevamente se ve una tendencia en las hembras ko a

presentar menores niveles que las wt.

A pesar de no observar diferencias sexuales en el contenido total de citoquina
hipofisaria, cuando evaluamos el contenido de TGF-[31 activo, encontramos mayores niveles
en las hipdfisis de machos respecto de las hembras del mismo genotipo. Por otro lado, la

pérdida de control dopaminérgico causd una disminucidon de TGF-31 activo en ambos sexos

por igual (Figura 15C).
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Figura 15. TGF-B1 hipofisario en ratones Drd2"/* (wt) o Drd2”" (ko) hembras y machos. A)
Expresion de ARNm de TGF-31 determinado por PCR en tiempo real. ANOVA 2 factores,
interaccion NS; a: P=0.007 respecto de las hembras del mismo genotipo. N =9,7,7,6 B) Niveles
de TGF-B1 total medido por ELISA luego de acidificar las muestras para liberar todo el
contenido de TGF-1 que se encuentra latente. No se encontraron diferencias significativas.
N=11,10,13,8. C) Niveles de TGF-31 activo medidos por ELISA. ANOVA 2 factores, interaccién
NS, * P<0.0001 respecto del wt del mismo sexo; a: P=0.004 respecto de las hembras del
mismo genotipo. N=19,10,15,10.

TGF-B1 es un factor inhibitorio de la secrecién de PRL in vitro, por lo tanto, la
disminucion en los niveles de la citoquina activa observados en los ratones Drd2”" de ambos
sexos, podria estar afectando la funcién de los lactotropos. Apoyando esta hipotesis,

encontramos una correlacidn inversa entre los niveles de TGF-81 activo y la PRL sérica en las

hembras (Figura 16 A). Sin embargo los machos no presentaron correlacion entre estos
parametros (Figura 16 B); y tampoco se encontré correlacion entre TGF-1 total y los niveles

de PRL sérica en ninguno de los sexos (resultados no mostrados).
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Figura 16. Correlacion entre los niveles hipofisarios de TGF-B1 activo y los valores de PRL

sérica. Se midi6 el contenido de TGF-f31 activo por ELISA en homogenatos de hipdfisis de

hembras (A) y machos (B) wt y ko para el RD2. En los mismos animales se determinaron los

niveles de PRL sérica por RIA. Analisis estadistico: test de correlacion de Spearman (no
paramétrico). N= 32y 20 (hembras y machos respectivamente).

Expresion de genes regulados por TGF-[31

Los menores niveles de TGF-B1 activo en hipdfisis ko podrian verse reflejados en
menores niveles basales de pSMAD2/3 hipofisarios. Sin embargo no pudimos detectar por
western blot la expresion de pSMAD2/3, posiblemente debido a la baja fosforilacion basal
de estas proteinas sumado a la baja cantidad de proteinas que se obtiene a partir de una
hipodfisis de ratdn. Por lo tanto, para verificar la alteracidon en la actividad bioldgica de TGF-
31 en las hipofisis Drd2'/', decidimos evaluar en ambos sexos y genotipos la expresion de dos
de los genes blanco inducidos por la accion de esta citoquina: TMEPAI y PAI1.

Analizamos la expresion hipofisaria de estos genes inducidos por TGF-31 mediante
PCR en tiempo real y encontramos que ambos se encontraron inhibidos en las hembras
Drd2'/', en concordancia con el menor contenido de TGF-31 hipofisario. Sin embargo, en los
machos no observamos diferencias en la expresion de TMEPAI y PAI-1 entre genotipos, a
pesar de que los machos ko para el RD2 también presentan menores niveles de TGF-1

activo (Figura 17A). Estos resultados podrian estar indicando una diferente sensibilidad de
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ambos sexos en respuesta a la disminucién de TGF-31 activo, que pareceria tener mayores

consecuencias en las hembras que en los machos.

Por otro lado, los niveles de PAI-1 fueron menores en los machos respecto de las

hembras wt (Figura 17B).
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Figura 17. Expresion de genes regulados por TGF-B1. Se midié la expresion de ARNm de
TMEPAI y PAI-1 en hipdfisis de ratones hembras y machos wt y ko para el receptor D2. Se
utilizé B-actina como control enddgeno y los datos se calibraron respecto de la hembra wt. A)
Niveles de ARNm de TMEPAI. ANOVA de dos factores, interaccidn significativa (P=0.035). Test
de Tukey *P=0.037 hembra ko vs. hembra wt. N=7,6,6,6. B) Niveles de ARNm de PAI-1.
ANOVA de dos factores, interaccion significativa (P=0.038), test de Tukey *P=0.042 hembra ko
vs. hembra wt; a: P=0.001 machos wt y ko vs. hembra wt. N=6,4,5,6.

Expresion de componentes que intervienen en la sefializacion de TGF-[31

Para determinar si la ausencia de respuesta en la expresién de los genes blanco de
TGF-B1 en los machos puede deberse a alteraciones en la sefializacién intracelular,

analizamos la expresién del receptor TBRII hipofisario.

Previamente se describid que la dopamina induce la expresién de este receptor en
hipofisis de ratas, y en concordancia con este antecedente, en el capitulo anterior
verificamos una disminucion en la expresion de TBRII en las hembras ko para el RD2. Cuando

analizamos los datos comparativamente en hembras y machos, se observa que sélo las
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hembras presentan menores niveles de expresion proteica del TBRIl, mientras que en los

machos no hay diferencias entre genotipos (Figura 18). Esto podria estar explicando, en

parte, la diferente sensibilidad a la disminucién de TGF-[31 activo en ambos sexos.
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Figura 18. Expresion del receptor de TGF-3, TBRII, hipofisario. Evaluada mediante WB en

reactivas para TPRIl se relativizaron a las de [3-actina y se expresaron en unidades arbitrarias.
Analisis estadistico: ANOVA de dos factores, interaccién P=0.005, *P=0.014 respecto de las

Machos

wt y ko para el RD2. Las bandas inmuno-

A continuacion estudiamos la expresion génica de SMAD4 y SMAD7, proteinas

relacionadas con la regulacion de la sefial intracelular que dispara TGF-B1 luego de unirse y

activar a su receptor. SMAD4 es la co-SMAD que se une a pPSMAD2 y pSMAD3 para formar el

complejo transcripcional que transloca al nucleo

y regula sintesis de genes blanco de TGF-

31. Por otro lado, SMAD7, compite con las pSMADs por los sitios de unién a SMADA4,

impidiendo la formacién del complejo regulador de la transcripcion.

No encontramos diferencias entre machos y hembras, ni entre genotipos,

expresion hipofisaria de SMAD4, (Figura 19A).

en la

En cambio la expresion SMAD7 se vio

reducida en las hipdéfisis de hembras Drd2”", sin encontrarse diferencias entre genotipos en

los machos (Figura 19B).
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Figura 19. Expresion de componentes de la via de sefializacion de TGF-f31. Se midieron los
niveles de ARNm de SMAD4 y SMAD7 mediante PCR en tiempo real en hipofisis de hembras y
machos wt y ko para el receptor D2. Se utilizé B-actina como control enddgeno y se calibraron
los datos respecto de la hembra wt. A) Niveles de ARNm de SMADA4., NS. N=6,7,6,6. B) Niveles
de ARNm de SMAD7, interaccién entre sexo y genotipo (P=0.0055), *P=0.0038 hembra ko vs.
hembra wt. N=6,7,7,6. Analisis estadistico: ANOVA de dos factores ANOVA de dos factores.

Regulacion dopaminérgica de TGF-[31 hipofisario

Dado que la ausencia crénica de control dopaminérgico en nuestro modelo causé
una disminucién en TGF-B1 activo hipofisario en ambos sexos, decidimos estudiar en mayor
profundidad la participacion de la dopamina y del RD2 en la regulacién local de la activacion
de TGF-f31. Para ello analizamos el efecto in vivo, a tiempo corto (30 minutos) del agonista
del RD2, cabergolina (2mg/kg, i.p.) y del antagonista sulpiride (10mg/kg, i.p.) sobre los

niveles hipofisarios de citoquina activa en ratones hembras y machos wt adultos. Utilizamos

este tratamiento agudo para evaluar efectos especificamente sobre la activacion de TGF-[31,

distinguiéndolo de algun efecto a nivel de la sintesis, evaluada a tiempos mas largos.

El tratamiento agudo con sulpiride disminuyé los niveles locales de TGF-B1 activo en
ambos sexos (Figura 20A), indicando un efecto estimulatorio de la dopamina a través del

RD2 sobre la activacién de la citoquina. En cambio, no se observé efecto del agonista

cabergolina, lo cual puede deberse a que la accién tdnica de dopamina sobre la hipdfisis

podria estar ejerciendo la maxima estimulacién sobre la activacion de TGF-31.

Una vez mas se observaron mayores niveles de TGF-31 activo en los machos

respecto de las hembras.
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Se midieron los niveles de PRL séricos como control positivo del efecto de las drogas.
El agonista cabergolina disminuyd la PRL sérica, y el antagonista sulpiride los incrementé
luego de 30 minutos de tratamiento, en ambos sexos, tal como se esperaba. Los machos

presentaron menores niveles de PRL sérica que las hembras (Figura 20B).
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Figura 20. Regulacion dopaminérgica de TGF-31 activo hipofisario. A) Efecto de un
tratamiento in vivo agudo (30 minutos) con cabergolina (caberg, 2mg/kg, i.p.) o sulpiride
(sulp, 10mg/kg i.p.) en hembras y machos wt sobre el contenido de TGF-31 activo hipofisario
medido por ELISA. N=10,7,5 en hembras, y N=5,6,5 en machos. ANOVA de dos factores,
interaccion NS, seguido de test de Tukey: * P=0.03 sulp vs. control en ambos sexos. a: P=0.03
machos vs. hembras con el mismo tratamiento. B) La concentracidon de PRL sérica se evalud
por RIA como control del efecto de las drogas dopaminérgicas. N=8,6,6 en hembras y N=5,7,5
en machos. ANOVA de dos factores, interaccidon NS, seguido del test de Tukey. *P=0.0001 vs.
control; #P=0.042 vs. control; a: P=0.008 vs. hembras del mismo tratamiento.
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Estos resultados demuestran por primera vez que existe una regulacion
dopaminérgica de la activacién de TGF-B1 hipofisario, lo cual concuerda con los bajos

niveles de TGF-B1 activo hallados en los ratones Drd2”".

Evaluamos también la regulacion por dopamina sobre los niveles de TGF-{31 total y la
sintesis de ARNm luego de 24 hs de un tratamiento in vivo con cabergolina (2mg/kg) o
sulpiride (10mg/kg) en hembras y machos wt. No encontramos diferencias significativas en

ninguno de estos parametros con los tratamientos realizados (Figura 21Ay B).
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Figura 21. Regulacion dopaminérgica de ARNm y TGF-B1 total hipofisario. Efecto de un
tratamiento in vivo por 24hs con cabergolina (caberg, 2 mg/kg, i.p.) o sulpiride (sulp, 10mg/kg
i.p.) sobre los niveles del ARNm de TGF-1 (A y B) determinados por PCR en tiempo real y
sobre el contenido de TGF-B1 total determinado por ELISA (C). Los datos de ARNm se
calcularon por el método AACT utilizando el promedio de los valores del grupo control como
calibrador. A) Niveles de ARNm de TGF-1 hipofisario en hembras. N=8,6,5. B) Niveles de
ARNm de TGF-B1 en machos, N=6,7,6. (C) Contenido de TGF-[31 total hipofisario en hembras
y machos. N=10,8,8 en hembras; N= 6,6,8 en machos. Analisis estadistico: ANOVA de dos
factores en Ay B; ANOVA de tres factores en C.
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Regulacion estrogénica de TGF-f1 hipofisario

A continuacidn estudiamos si el sistema TGF-[31 se encuentra modulado también por
otro de los principales reguladores de la funcidn de los lactotropos, con acciones opuestas a
las de dopamina: el estradiol (E2). Es sabido que un tratamiento crénico con estrégenos
inhibe la sintesis de TGF-1 en ratas (79). Sin embargo, no hay antecedentes sobre la

participacién de los estrégenos en la activacién de TGF-[31.

Para estudiar los efectos in vivo de E2 en nuestro modelo, inyectamos en forma
subcutanea (s.c.) 0.2 mg/kg valerato de E2, o aceite de ricino (control) en ratones hembra y
machos adultos wt y ko para el receptor D2 y analizamos los niveles de ARNm de TGF-31y el
contenido de citoquina total y activa por ELISA en las hipodfisis de los distintos grupos. Con
estos experimentos quisimos evaluar no sélo la regulacién estrogénica del sistema TGF-[31,
sino también como se ve afectada la respuesta a los estrégenos por la ausencia de receptor

D2.

Observamos que el tratamiento de 24hs con estradiol no alterd los niveles de ARNm
de TGF-31 en las hembras, mientras que, en los machos produjo un incremento significativo

en ambos genotipos (Figura 22A y B). Es decir, machos y hembras respondieron

diferencialmente al tratamiento con estrégenos.

El contenido de TGF-B1 total (activo + latente) no se vio modificado por el
tratamiento con estradiol a las 24 hs en ninguno de los sexos o genotipos (Figura 22C). El
analisis estadistico por ANOVA factorial arrojé diferencias significativas entre los sexos,
presentando, en este caso, los machos menores niveles de TGF-f31 total respecto de las
hembras, probablemente debido a la tendencia del estradiol a un aumento en los niveles de
citoquina total en hembras que no resultd significativo (interacciéon NS, efectos principales

entre sexos: P=0.005).
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Figura 22. Regulacion estrogénica de los niveles de ARNm de TGF-B1 y de TGF-31 total
hipofisario. Efecto de un tratamiento in vivo con 0.2mg/kg valerato de E2 por 24 horas sobre
los niveles de ARNm de TGF-1 determinados por PCR en tiempo real en (A) hembras, ANOVA
de dos factores, NS. N=8,5,6,7; y (B) en machos, ANOVA de dos factores, interaccion NS,
diferencias entre tratamientos *P=0.045, N=9,7,9,5. (C) Niveles de TGF-f31 total medidos por
ELISA luego de acidificacién de las muestras. ANOVA de tres factores, interaccion NS,
diferencias entre sexos, a: P=0.005 respecto de las hembras del mismo genotipo vy
tratamiento. N=14,10,8,9 en hembras; N=10,10,7,5 en machos.

Sin embargo, los resultados mas interesantes se obtuvieron al analizar la regulacion

estrogénica de TGF-B1 activo hipofisario (Figura 23). Hembras y machos respondieron de

manera diferente al tratamiento con valerato de E2 y también encontramos una

dependencia del control dopaminérgico a través del RD2 (ANOVA de tres factores con

interaccion sexo*tratamiento*genotipo P=0.005).

Cuando analizamos por separado el efecto del tratamiento en las hembras,
encontramos que el E2 no modificé los niveles de la citoquina activa en las hipdfisis de

hembras wt, pero, sorpresivamente, indujo un marcado incremento de TGF-B1 activo en
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las hembras ko para el receptor D2 (Figura 23A). Mas interesante aun, este aumento fue
concomitante con la disminucién en los niveles de PRL sérica en este grupo (Figura 23B), y

nuevamente encontramos una correlacion negativa significativa entre los valores de PRL

sérica y los de TGF-B1 activo, en las hembras ko para el RD2 (R de Spearman= -0.612,

P=0.011).

En los machos, a diferencia de las hembras, el tratamiento con E2 causé una
disminucidn en los niveles de TGF- B1 activo en los animales wt, sin observarse efecto en los
machos ko para el RD2 (Figura 23A). No se observo efecto de los estrégenos sobre la PRL

sérica en ninguno de los genotipos.

Estos resultados indican una fuerte dependencia del tono dopaminérgico en las
respuestas evocadas por E2, principalmente en las hembras, y ponen en evidencia la
compleja interrelacién, entre dopamina y estradiol, en la regulacion de TGF-B1 activo

hipofisario y de la secrecion de PRL.

Hasta aqui demostramos que las principales diferencias en la regulacion del sistema
TGF-1 entre sexos, genotipos y tratamientos (tanto dopaminérgicos como estrogénicos), se
observaron sobre el contenido de TGF-f31 activo. Mientras que los niveles de TGF-f31 total y
de ARNm no presentan mayores variaciones por los factores estudiados y en los tiempos
estudiados. Estos resultados resaltan la importancia que tiene la regulacion de los
mecanismos de activacion que permiten la liberacién de la citoquina de sus complejos

latentes.
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Figura 23. Regulacion estrogénica de los niveles de TGF-f31 activo hipofisario. Efecto de un
tratamiento in vivo con 0.2mg/kg valerato de E2 por 24 horas sobre los niveles de TGF-31
activo determinados por ELISA. ANOVA de tres factores, interaccion sexo x genotipo X
tratamiento P=0.005. ANOVA de dos factores en hembras, interaccién genotipo x tratamiento
P<0.0001, test de Tukey, **P=0.001 vs. wt control. &: P<0.0001 vs ko control. N=11,11,9,7;
ANOVA de dos factores en machos, interaccién genotipo x tratamiento P=0.03, test de Tukey
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Tukey #P=0.006, vs hembra wt control; **P= 0.0001 vs. hembra wt control; &P= 0.0001 vs.
hembra ko control; *P=0.003; N=14,10,8,9 en hembras; N=10,10,7,5 en machos.

=11,9,7,6. (B) Niveles de PRL sérica
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Dado que, ni la dopamina ni el estradiol son per se capaces de provocar la activacion
de TGF-B1, la regulacion que observamos sobre este proceso por ambas hormonas, debe

estar mediada por la accion de las mismas sobre otros componentes del sistema TGF-[3, ya

sea sobre aquellos involucrados en la formacién del complejo latente de TGF-3, o a través

de un efecto sobre los activadores locales.

Con el objetivo de identificar los mediadores de los efectos de dopamina y estradiol
observados, estudiamos a continuacién la regulacion local de otros componentes del

sistema TGF-[31.

Regulacion de la expresion génica de la convertasa furina

Como mencionamos en la introduccién general, TGF-B1 es sintetizado como un
precursor inactivo formado por la citoquina bioldgicamente activa fusionada a un pro-
péptido que le confiere latencia, denominado LAP. Este precursor inactivo contiene una
secuencia consenso que es reconocida por la enzima convertasa furina, la cual se encarga de
escindir el precursor LAP, separandolo de TGF-3 maduro, en el aparato de Golgi. Sin
embargo, luego del clivaje por furina, LAP y TGF-B1 permanecen unidos por fuerzas no
covalentes y adquieren una conformacién tridimensional que es suficiente para mantener

inactiva a la citoquina (50) (132).

Por lo expuesto, la enzima furina constituye el primer paso necesario para la
formacion del complejo latente de TGF-31 y por lo tanto alteraciones en la expresion o
funcidén de la misma podrian repercutir en un desbalance en la acumulacion de precursor

inactivo y en la correcta secrecidn y posterior activacion de TGF-B1.

Al evaluar la expresidn hipofisaria del ARNm de furina, no encontramos diferencias
significativas entre sexos ni genotipos (Figura 24A), sugiriendo que no habria una regulacion

dopaminérgica sobre la sintesis de esta enzima.
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Sin embargo el tratamiento de 24hs con estradiol disminuyd los niveles de ARNm de

furina en la hipd&fisis de hembras y machos de ambos genotipos (Figura 24B y C).
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Figura 24. Expresion hipofisaria de furina. Se midieron los niveles de ARNm de furina
relativos a los de [-actina mediante PCR en tiempo real a partir de ARN total extraido de
hipdfisis. A) Niveles de ARNm de furina en hipodfisis de hembras y machos wt y ko para el
receptor D2. Datos calibrados con la hembra wt como referente. ANOVA de dos factores, NS.
N=7,6,7,6. Se analizd el efecto de un tratamiento in vivo con valerato de E2 0.2mg/kg, s.c.,
24hs, sobre los niveles de ARNm de furina en B) hembras, ANOVA dos factores, interaccién
NS, #P=0.0006 efecto tratamiento. N=7,4,8,4. y C) machos, ANOVA dos factores, interaccion
NS, #P=0.0027 efecto tratamiento. N=5,5,5,5.
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Expresion y regulacion de las Proteinas de union a TGF-[3Latente (LTBPs)

Al ser componentes importantes del sistema TGF-31 en el control de la reserva de la
citoquina en matriz extracelular y su posterior activacién, continuamos el estudio analizando
las diferencias sexuales y la regulaciéon dopaminérgica y estrogénica de las proteinas que

forman parte del complejo latente mayor de TGF-1: las LTBPs.

En el capitulo 1 de esta tesis demostramos que LTBP1, LTBP3 y LTBP4 se expresan en
hipofisis normales, y que LTBP1 y LTBP4 se encuentran disminuidas en ambos modelos
experimentales de prolactinomas. Estas alteraciones en la expresidn de las isoformas de las
LTBPs nos llevaron a pensar que su sintesis podria estar regulada por dopamina y

estrogenos.

Para evaluar esta posibilidad, determinamos los niveles de expresiéon de ARNm de
LTBP1, LTBP3 y LTBP4 en hipdfisis de ratones wt y Drd2”" de ambos sexos y estudiamos la
regulacion de la expresion de estos genes in vivo por agentes dopaminérgicos y por

estrégenos.

Al comparar la expresion de ARNm de LTBP1 hipofisaria entre sexos y genotipos
encontramos mayores niveles en machos respecto de hembras y una disminucién en los
ratones ko respecto de los wt en ambos sexos (Figura 25A). Sin embargo, sélo en las
hembras la expresién de LTBP1 se vio regulada negativamente por el antagonista del RD2

sulpiride (10mg/kg, 24hs), (Figura 25B).

El tratamiento con valerato de E2 0.2mg/kg, 24hs, causdé una inhibicion en la
expresion de ARNm de LTBP1 tanto en hembras como en machos, en ambos genotipos por

igual (Figura 25Cy E).
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Figura 25. Expresion y regulacion de LTBP1 hipofisario. Se determinaron los niveles de
ARNm de LTBP1 relativos a los de -actina mediante PCR en tiempo real en homogenatos de
hipdfisis. A) Comparacion entre sexos. Datos calibrados respecto a la hembra wt. ANOVA de
dos factores, interaccion NS, diferencias entre genotipos *P<0.0001; diferencias entre sexos
a: P=0.0036. N=8,7,7,5. B y D) Efecto de un tratamiento in vivo con cabergolina 2mg/kg o
sulpiride 10mg/kg, 24hs, en hembras wt (B) y machos wt (D). Se calibraron los datos a los
valores del grupo control. ANOVA de un factor. En hembras: *P=0.024 respecto del control.
N=8,6,5. En machos: NS. N=7,6,6. C y E) Efecto de un tratamiento con valerato de E2 0.2
mg/kg, 24hs, en hembras y machos wt y ko para el RD2. Se calibraron los datos a los valores
del grupo control wt. ANOVA de dos factores. En hembras (C) interaccidon NS, diferencias
entre tratamientos #P=0.0008; N=8,5,5,7. En machos (E) interaccion NS, diferencias entre
tratamientos #P=0.0023, diferencias entre genotipos *P=0.038. N=4,4,3,4.

En cuanto a la regulacién de LTBP3, encontramos, al igual que lo observado para
LTBP1, que los machos presentan mayores niveles que las hembras, mientras que no se
observaron diferencias entre genotipos en ninguno de los sexos (Figura 26A). En
concordancia con la ausencia de diferencias entre genotipos, el tratamiento con agentes
dopaminérgicos no modificé los niveles de LTBP3 en ninguno de los sexos (Figura 26B).

Por otro lado, la regulacidn por estréogenos de LTBP3 fue similar a la observada para
LTBP1. Tanto en machos como hembras, el tratamiento con valerato de E2 disminuyé la

expresion hipofisaria de LTBP3 en ambos genotipos (Figura 26C).
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Figura 26. Expresion y regulacion de LTBP3 hipofisario. Se determinaron los niveles de
ARNm de LTBP3 relativos a los de -actina mediante PCR en tiempo real en homogenatos de
hipdfisis. A) Comparacion entre sexos. Datos calibrados respecto a la hembra wt. ANOVA de
dos factores, interacciéon NS, diferencias entre sexos a: P=0.007. N=8,8,7,8. By D) Efecto de un
tratamiento in vivo con cabergolina 2mg/kg o sulpiride 10mg/kg, 24hs, en hembras wt (B), y
machos wt (C). Hembras: N=8,6,5.ANOVA de un factor No se encontraron diferencias
significativas. Machos: N=6,6,7. C) Efecto de un tratamiento con valerato de E2 0.2 mg/kg,
24hs, en hembras y machos wt y ko para el RD2. Se analizaron los sexos por separado y en
cada caso se calibraron los datos a los valores del grupo control wt. Se realiz6 ANOVA de dos
factores en cada sexo. En hembras: interaccion NS, diferencias entre tratamientos #P=0.0013;
N=8,5,8,7. En machos: interaccién NS, diferencias entre tratamientos #P=0.0006, diferencias
entre genotipos *P=0.047. N=6,4,6,4.

Por ultimo, los niveles de expresién de LTBP4 también fueron mayores en machos
respecto de hembras (Figura 27A).

No se observod una regulacién dopaminérgica de la expresidn de este gen en ninguno
de los sexos (Figura 27B) y tampoco se encontrd una regulacion por estrégenos en ninguno
de los sexos sin importar el genotipo (Figura 27C).

Se observd una tendencia, en las hembras ko, a presentar menores niveles de LTBP4
respecto de las hembras wt cuando se realizd la comparacion entre sexos y genotipos. Estas
diferencias entre hembras wt y ko resultaron significativas estadisticamente cuando se

compararon los efectos del tratamiento con estrégenos en ambos genotipos.
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Figura 27. Expresion y regulacion de LTBP4 hipofisario. Se determinaron los niveles de
ARNm de LTBP4 relativos a los de B-actina mediante PCR en tiempo real en homogenatos de
hipdfisis. A) Comparacion entre sexos. Datos calibrados respecto a la hembra wt. ANOVA de
dos factores, interaccion NS, diferencias entre sexos a: P=0.0032. N=6,6,6,6. B y D) Efecto de
un tratamiento in vivo con cabergolina 2mg/kg o sulpiride 10mg/kg, 24hs, en hembras wt (B)
y en machos wt (D). Se calibraron los datos a los valores del grupo control de cada sexo.
ANOVA de un factor, no se encontraron diferencias significativas. En hembras: N=10,9,8. En
machos: N=8,8,8. C y E) Efecto de un tratamiento con valerato de E2 0.2 mg/kg, 24hs, en
hembras (C) y en machos (E) wt y ko para el RD2. Se calibraron los datos a los valores del
grupo control wt de cada sexo. Se realiz6 ANOVA de dos factores (genotipo y tratamiento). En
hembras: interaccion NS, diferencias entre genotipos *P= 0.012; N=6,5,6,5. En machos: NS,
N=5,5,6,4.

Resumiendo estos resultados, encontramos una mayor expresion de las 3 isoformas
de LTBPs estudiadas en machos respecto de hembras. Las mismas presentan regulacion
diferencial por dopamina y estrogenos en ambos sexos. Las dos isoformas que se unen con
mayor afinidad a TGF-31, LTBP1 y LTBP3, son inhibidas por los estrégenos en ambos sexos y

genotipos.

Dado que las LTBPs participan, no sélo en el correcto plegamiento, secrecion y
almacenamiento en la ME, sino también en la activacion de TGF-f31, las alteraciones
hipofisarias observadas en la expresion génica de estas proteinas en los ratones ko podrian

contribuir a los menores niveles de TGF-31 activo observados en este genotipo.
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Expresion y regulaciéon de posibles activadores de TGF-[31 hipofisario

El hecho de haber encontrado una disminucion en el contenido de TGF-B1 activo en
hipofisis de hembras y machos con delecién del receptor D2, sin observar diferencias en los
niveles de citoquina total, nos llevd a suponer que uno o varios de los activadores locales
podrian encontrarse alterados en las hipodfisis de los ratones ko. Por otro lado, la regulacion
de los niveles de TGF-f31 activo por dopamina y estradiol, nos sugieren que estas hormonas

deben estar modulando la accién de activadores locales que medien esa activacion.

Son numerosos los activadores de TGF-31 descriptos en diferentes tejidos, y en
general son tejido-especificos. Hasta el momento, no se han estudiado los mecanismos

involucrados en la activacion de TGF-[31 a nivel hipofisario.

Como una primera aproximacion, estudiamos las diferencias sexuales y entre
genotipos de la expresién de distintas proteinas, en su mayoria proteasas, e integrinas, que
han sido descriptas como activadores de TGF-31 en diferentes tejidos. Por otro lado, nos
interesé también estudiar la regulacion de los posibles activadores por dopamina vy
estrogenos, con el fin de evaluar si alguno de ellos podria estar mediando los efectos
observados sobre TGF-31 activo. Basandonos en antecedentes bibliograficos, elegimos
estudiar las metaloproteasas MMP2, MMP9 y MT1-MMP, las integrinas [6 y [38,

trombospondina 1 (TSP-1) y la proteasa calicreina (KLK1) (50).

¢ Metaloproteasas de la matriz

MMP2 y MMP9 son componentes de la matriz extracelular importantes en los
procesos angiogénicos y tumorogénicos. Debido a su actividad proteolitica, han sido
descriptas como activadores de TGF-B1 en distintos modelos (62). Por otro lado, su
expresion y elevada actividad se vio correlacionada con la agresividad en tumores

hipofisarios humanos.

Estudiamos la actividad de estas enzimas por zimografia, ensayo basado en la
capacidad de las MMPs de degradar gelatina, utilizada como sustrato en geles de

poliacrilamida, que son luego teflidos con Coomassie Blue. La actividad de MMP2 y MMP9
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se evidencia como bandas blancas por degradacion de gelatina sobre el gel tefiido de azul.
Las MMPs son sintetizadas y secretadas como zimdgenos inactivos (Pro-MMPs), que
requieren el clivaje de sus pro-dominios para activarse. La zimografia permite también
detectar bandas de actividad de las Pro-MMPs, ya que las mismas son activadas durante el
procedimiento. MMP2 y MMP9 se pueden distinguir entre si y de sus zimdgenos por sus
respectivos pesos moleculares (Pro-MMP2 72kDa, MMP2 68/66 KDa; Pro-MMP9 92kDa,
MMP9 80kDa)

Analizando mediante esta técnica muestras de homogenatos de hipdfisis de hembras
y machos wt y ko para el receptor D2, uUnicamente pudimos detectar bandas

correspondientes a las Pro-MMPs, sugiriendo una muy baja o ausente actividad basal de

MMP2 v MMP9 hipofisarios. Mediante un analisis semi-cuantitativo por densitometria de

las bandas de degradacién encontramos que tanto Pro-MMP9 como Pro-MMP2 se
encontraron disminuidas en hembras y machos ko respecto de los wt. Los machos
presentaron menores niveles de Pro-MMP2 que las hembras, mientras que no observamos

diferencias en Pro-MMP9 entre los sexos (Figura 28A y B).
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Figura 28. MMPs en hipdfisis de hembras y machos wt y ko para el RD2. Detectadas
mediante zimografia, las bandas blancas se deben a la ausencia del sustrato proteico
(gelatina) degradado por las MMPs. Las bandas se cuantificaron por densitometria con el
programa Image J. A) Pro-MMP9 fue detectada a un PM de 92kDa. ANOVA de dos factores,
interaccion NS, *P=0.039 diferencias entre genotipos. N=6 para cada grupo. B) Pro-MMP2 fue
detectada a un PM de 72kDa. ANOVA de dos factores, interaccion NS, *P=0.009 diferencias
entre genotipos; a: P=0.0089 diferencias entre sexos. N=6 para cada grupo.
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A continuacién estudiamos la expresion génica de MMP2 mediante PCR en tiempo
real en hipéfisis de hembras y machos wt y Drd2”". Encontramos una disminucién de la
expresion de ARNm de MMP2 en las hipdfisis de los ratones ko, tanto hembras como
machos. Al contrario de lo observado por zimografia, los machos presentaron mayor

expresion de ARNm que las hembras (Figura 29A).

Como mencionamos anteriormente, las Pro-MMPs requieren la remocion de su pro-
péptido para adquirir actividad bioldgica. Hay varios mecanismos de activacion de Pro-
MMPs descriptos, entre ellos la activacion por agentes quimicos in vitro, y la activacion por

proteasas como furina, plasmina e incluso otras MMPs (133).

En el caso particular de Pro-MMP2, su activacién tiene lugar en la superficie celular y
estd mediada principalmente por MT-MMPs, una subfamilia de MMPs con dominio
transmembrana, entre ellas la MT1-MMP. La activacién de Pro-MMP2 por MT1-MMP
conlleva varios pasos, y requiere la presencia del inhibidor de MMPs, TIMP2, que actua
como “receptor” de Pro-MMP2, formando un complejo entre Pro-MMP2/TIMP2 y MT1-
MMP (134;135).

Para nuestro interés, MT1-MMP no sdlo es necesaria para la activacion de MMP2,
sino que también participa en la activacion de TGF-[31. Por lo tanto, estudiamos también la
expresion de ARNm de MT1-MMP en nuestro modelo, y encontramos mayores niveles de
expresion en los machos respecto de las hembras en ambos genotipos; y una disminucion

en las hembras ko respecto de las wt (Figura 29B).
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Figura 29. Expresion de ARNm de MMP2 y MT1-MMP en hipdfisis. Se determinaron los
niveles de ARNm por PCR en tiempo real a partir de ARN total extraido de hipdfisis de
hembras y machos wt y ko para el receptor D2. A) ARNm de MMP2. ANOVA de dos factores,
interaccion NS, a: P=0.0008 diferencias entre sexos; *P=0.025, diferencias entre genotipos.
N=6,6,7,6 B) ARNm de MT1-MMP. ANOVA de dos factores, interacciéon NS, a: P=0.01,
diferencias entre sexos. N=5,6,6,6. Se realizé una Prueba T para comparar entre hembras wt y
ko: *P=0.043.

* Integrinas

Las af integrinas forman una familia de moléculas de adhesién y receptores
heterodiméricos transmembrana mediante los cuales se establece una rapida comunicacion
entre los diferentes componentes de la matriz extracelular y el interior de las células. Estas
interacciones juegan un papel muy importante en la regulacién de la adhesiodn,

proliferacién, migracién y diferenciacion celular(136;137).

La capacidad de las integrinas de acoplar sefiales intra y extracelulares, las
posicionan como buenas candidatas para mediar la activacién de TGF-B1 en la matriz
extracelular, en respuesta a estimulos que causen alteraciones en el medio intracelular,
como es el caso de los tratamientos con agentes dopaminérgicos y con estrégenos. Por esta
razén nos interesd evaluar la expresién y regulacién de las integrinas que activan TGF-[3

latente, que, hasta el momento, no habian sido estudiadas en hip&fisis.

La activacidon de TGF-1 mediada por integrinas se produce por la interaccion de las

mismas con la secuencia aminoacidica RGD presente en LAP. Dentro de la gran cantidad de
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integrinas que reconocen esta secuencia RGD, se demostré que las integrinas av(36 y av[38

son capaces de unirse y activar eficientemente a TGF-[31 latente (66;67) (138).

Curiosamente, ambas integrinas estudiadas presentaron diferente patréon de
expresion en las hipodfisis de hembras y machos wt y ko para el receptor D2; y también

presentaron una regulacion diferencial por dopamina y estrégenos.

En el caso de la integrina 6, observamos que los machos wt expresan mayores
niveles que las hembras, y solo en los machos se observaron diferencias entre genotipos,
con menores niveles de expresion en ausencia del receptor D2. En las hembras se ve una
tendencia a una menor expresion en las hipdfisis ko, que no llega a ser significativa cuando
se analizaron los datos por ANOVA (Figura 30A). A pesar de presentar menores niveles los
animales Drd2'/', no se observéd regulacién dopaminérgica luego de 24hs de tratamiento con
cabergolina o sulpiride en ninguno de los sexos (Figura 30B). En cambio si encontramos una
regulacidon negativa de la expresidn de integrina 36 por estrégenos, tanto en machos como

en hembras de ambos genotipos (Figura 30C).
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Figura 30. Expresion génica y regulacion de Integrina 6 hipofisaria. Se determinaron los
niveles de expresion de ARNm de la subunidad 36 mediante PCR en tiempo real a partir de
ARN total extraido de hipdfisis de los distintos grupos experimentales. A) Comparacion entre
sexos y genotipos, datos calibrados con la hembra wt. ANOVA de dos factores, interaccion
significativa (P=0.014). a: P=0.00017 Macho wt vs. hembra wt y ko; *P=0.0002 Macho wt vs.
macho ko. N=6,6,7,6. B y D) Efecto del tratamiento con cabergolina 2mg/kg o sulpiride
10mg/kg, 24hs, en hembras wt (B) y en machos wt (D). Datos calibrados al grupo control en
cada sexo. ANOVA de un factor, no se encontraron diferencias significativas. En hembras, N=
7,5,5; en machos, N=4,6,7. C y E) Efecto del tratamiento con valerato de E2 0.2mg/kg, 24hs,
en hembras (C) y machos (E) wt y ko para el RD2. Datos calibrados al grupo wt control de cada
sexo. ANOVA de dos factores, en hembras: interaccion NS, #P=0.006 efecto tratamiento,
N=7,4,6,4; en machos: interaccién NS, #P<0.0001 efecto tratamiento, N=5,4,4,5.

Control estrogénico
@ Control

OE2 24hs

Por otro lado, la integrina 38 se encontré sobre-expresada en las hembras ko

respecto de las wt, sin observarse diferencias entre genotipos en los machos. Los machos de

ambos genotipos presentaron mayores niveles que las hembras wt (Figura 31A).

Sélo las hembras presentaron regulacion dopaminérgica, viéndose inhibida la

sintesis de integrina 38 en respuesta al tratamiento con el agonista del RD2, cabergolina.

Estos resultados sugieren un control dopaminérgico negativo sobre este gen, que concuerda

con los altos niveles de integrina 38 presentes en las hipofisis de las hembras Drd2”".
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Nuevamente el tratamiento con estradiol produjo una disminucidn de los niveles de

ARNm de integrina [38 en ambos sexos y genotipos.
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Figura 31. Expresion génica y regulacion de Integrina B8 hipofisaria. Se determinaron los
niveles de expresion de ARNm de la subunidad 38 mediante PCR en tiempo real a partir de
ARN total extraido de hipdfisis de los distintos grupos experimentales. A) Comparacion entre
sexos y genotipos, datos calibrados con la hembra wt. ANOVA de dos factores, tendencia a
interaccion (P=0.06), comparaciones a posteriori con Test de Tukey. *P=0.047 hembra ko vs
hembra wt; a: P<0.0005 vs. hembra wt. N=7,6,7,6. B y D) Efecto del tratamiento de 24hs con
cabergolina 2mg/kg o sulpiride 10mg/kg en hembras wt (B) y en machos wt (D). Se analizaron
los datos por ANOVA de un factor; en hembras: #P= 0.039, N=7,5,5; en machos: ANOVA NS,
N=4,5,5 C y D) Efecto del tratamiento con valerato de E2 0.2mg/kg , 24hs, en hembras (C) y
machos (D) wt y ko para el RD2. ANOVA de dos factores. Hembras: interaccién NS, #P=0.0001
diferencias entre tratamientos; *P=0.05 diferencias entre genotipos N=7,4,6,4. Machos:
interaccion NS, #P=0.0001 diferencias entre tratamientos, N=5,5,5,4.

e Calicreina 1 (KLK1)

Las calicreinas constituyen una familia de serin-proteasas de similar estructura entre
si, encontradas en diversos tejidos y fluidos biolégicos, involucradas en el procesamiento
especifico de pro-péptidos precursores hacia sus productos bioactivos. Especificamente la
KLK1, o también llamada calicreina renal/pancreatica, ha sido implicada en la digestion de

citoquinas, hormonas y factores de crecimiento.
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Ha sido descripto que su expresion en hipdfisis de rata presenta una marcada
diferencia sexual, siendo la misma 20 veces mayor en hembras que en machos (139) y
mediante inmunohistoquimica se detectd su presencia en células secretoras de prolactina

(140).

Sin embargo el papel local de esta proteasa es aun desconocido. Esto, sumado a que
se encontraron evidencias de una accién directa de varios miembros de la familia de
calicreinas sobre la activacion de TGF-B1 (141;142), nos llevd a estudiar la expresion vy

regulacién de KLK1 en nuestro modelo.

La expresion de KLK1 hipofisaria medida por PCR en tiempo real, se encontré
disminuida significativamente en las hembras Drd2” respecto de las wt, sin presentar
diferencias entre genotipos en los machos. Llamativamente, no observamos diferencias
sexuales en la expresidon de esta proteasa en las hipodfisis de nuestro modelo en ratén

(Figura 32A).

Los reducidos niveles de KLK1 en las hembras ko sugieren una regulacion
dopaminérgica positiva sobre la sintesis de este gen, lo cual corroboramos con el
tratamiento con agentes dopaminérgicos, donde cabergolina, el agonista del RD2 causé un

marcado incremento en la expresion de KLK1 sdlo en las hembras (Figura 32B).

Por otro lado, el tratamiento in vivo con estrégenos provocd una notable induccion
de la expresion de KLK1 en las hipdfisis de machos de ambos genotipos, pero en las hembras
este marcado efecto se observd Unicamente en ausencia de control dopaminérgico, es

decir, en las hembras Drd2”" (Figura 32Cy E).
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Figura 32. Expresion hipofisaria de calicreina 1 (KLK1). Se determinaron los niveles de
expresion de ARNm de KLK1 mediante PCR en tiempo real a partir de ARN total extraido de
hipdfisis de los distintos grupos experimentales. A) Comparacién entre sexos y genotipos,
datos calibrados con la hembra wt. ANOVA de dos factores, interaccion significativa (P=
0.025), comparacion a posteriori con test de Tukey. *P=0.013 hembra ko vs. hembra wt.
N=7,6,7,5. B y D) Efecto del tratamiento con cabergolina 2mg/kg o sulpiride 10mg/kg, 24hs,
en hembras wt (B) y en machos wt (D). ANOVA de un factor, hembras: #P= 0.0083 caberg vs.
control, N=9,4,5; Machos: ANOVA NS, N=6,4,4 C y E) Efecto del tratamiento con valerato de
E2 0.2mg/kg, 24hs, en hembras (C) y machos (E) wt y ko para el RD2. ANOVA de dos factores.
Hembras: interaccién significativa (P<0.0001), #P=0.0001 ko control vs. ko E2; *P=0.0087 wt
control vs. ko control N=9,4,6,4. Machos: interaccion NS, #P<0.0001 diferencias entre
tratamientos, N=6,4,5,4.

El patrén de regulacidon de KLK1 por agentes dopaminérgicos y estrogénicos en las
hipofisis de hembras, concuerda con la regulaciéon que observamos previamente sobre los
niveles de TGF-B1 activo en este sexo. En particular resulta llamativo que los estrégenos
produzcan la misma marcada induccion de KLK1 y de TGF-1 activo Unicamente en las
hembras Drd2”. Estos resultados nos sugieren que KLK1 podria estar mediando la

activacion de TGF-[31 en respuesta a estrégenos en este sexo.
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e Trombospondina 1 (TSP1)

Como mencionamos anteriormente, TSP1 es uno de los principales activadores de
TGF-1 descripto en la bibliografia, en varios modelos tanto in vivo como in vitro. En el
primer capitulo demostramos que su expresidon esta disminuida en los dos modelos de

prolactinomas, en las ratas tratadas con DES y en ratones hembra Drd2”".

Continuamos la caracterizacion de TSP1 estudiando la expresion de ARNm hipofisaria

comparativamente entre sexos y su regulacién por dopamina y estrégenos.

Tanto los machos como las hembras presentaron menores niveles de ARNm de TSP1
en las hipdfisis Drd2” respecto de sus pares wt, observdndose también que los machos

expresan mayores niveles de TSP1 que las hembras (Figura 33).
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Figura 33. Expresion hipofisaria de TSP1. Se midié la expresion hipofisaria de ARNm de TSP1
por PCR en tiempo real, utilizando [-actina como control enddgeno. A) Comparacién entre
sexos y genotipos, datos calibrados con la hembra wt. ANOVA de dos factores, interaccién NS,
*P=0.025 diferencias entre genotipos; a: P<0.0001 diferencias entre sexos. N=7,7,8,9. B y D)
Efecto del tratamiento con cabergolina 2mg/kg o sulpiride 10mg/kg, 24hs, en hembras wt (B)
y machos wt (D). ANOVA de un factor. Hembras: #P= 0.041 sulp vs. control, N=8,6,5; Machos:
ANOVA NS, N=6,9,7 C y E) Efecto del tratamiento con valerato de E2 0.2mg/kg, 24hs, en
hembras (C) y machos (E) wt y ko para el RD2. ANOVA de dos factores, en hembras: interaccion
NS, #P<0.0001 diferencias entre tratamientos; *P=0.046 diferencias entre genotipos N=8,5,7,6.
Machos: interaccion NS, #P<0.0001 diferencias entre tratamientos, N=8,7,9,4.
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Las diferencias observadas entre genotipos indican una posible regulacion
dopaminérgica de la expresion de TSP1. Mediante el tratamiento in vivo con agonistas y
antagonistas del RD2, verificamos que Unicamente las hembras presentaron una regulacién
dopaminérgica positiva sobre la sintesis de TSP1, evidenciada por el efecto inhibitorio
inducido por el antagonista sulpiride. En cambio los machos no presentaron diferencias

frente al tratamiento con los agentes dopaminérgicos.

Por otro lado, el tratamiento con estradiol luego de 24hs, sorpresivamente causé un
incremento en los niveles de TSP1 tanto en machos como en hembras y en ambos genotipos

por igual.

Estos resultados posicionan también a TSP1, al igual que KLK1, como posible mediador de

los efectos estrogénicos y dopaminérgicos sobre la activacion de TGF-[31.
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DISCUSION DEL CAPITULO 2

La dopamina y el estradiol son los principales reguladores de la funcidn de los
lactotropos, y modulan también, de manera antagonica, la expresién de TGF-1. En el

capitulo anterior demostramos que no sélo la sintesis, sino también la activacidon de TGF-f31

y la expresién de varios componentes del sistema, se encuentran alterados en los modelos
de hiperplasia hipofisaria causados por la ausencia de control dopaminérgico o por el exceso

de estrégenos circulantes.

En base a esos antecedentes, en este capitulo nos dedicamos a estudiar en mayor
profundidad la regulacion del sistema TGF-B1 hipofisario por dopamina y estradiol
comparativamente en hembras y machos. Para ello aplicamos tratamientos in vivo con
drogas dopaminérgicas y con estrégenos, en ratones wt y en un modelo en el cual la accién
dopaminérgica se encuentra impedida debido a la ausencia del receptor RD2 (ratones Drd2"
/'). De esta forma, pudimos evaluar los efectos por separado del estradiol y la dopamina, y la

interaccion entre ambos.

Mediante este abordaje intentamos dar respuesta a dos interrogantes que se

encuentran relacionados entre si:

e ¢Como interactuan la dopamina y el estradiol en la regulacién del sistema
TGF-B1 hipofisario, y como esto afecta el control de la funcion de los
lactotropos (proliferacién, secrecién de PRL)?

* (Existe una diferencia entre los sexos en la regulacion del sistema TGF-31
gue pueda explicar las diferencias en el desarrollo de los prolactinomas entre

hembras y machos observadas en nuestro modelo?

Ya habiamos determinado que la ausencia de control dopaminérgico en las hembras
Drd2” ocasiona una disminucién en los niveles de ARNm de TGF-[31, y del contenido de TGF-
B1 total y activo en hipdfisis, sugiriendo que estos parametros se encuentran bajo una

regulacién dopaminérgica positiva.
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Al realizar el mismo analisis en los machos observamos que Unicamente los niveles
de TGF-f31 activo se encontraron afectados negativamente frente a la pérdida del RD2,
sugiriendo que la activacion de la citoquina y no asi los procesos de sintesis vy

almacenamiento en la ME, podria estar regulada por dopamina en este sexo.

A diferencia de lo que ocurre en las hembras, la disminucién del contenido de TGF-
B1 activo en las hipdfisis de los machos Drd2”" no pareceria tener correlato con una
disminucion de los efectos bioldgicos de la citoquina, dado que no observamos
modificaciones en los niveles de expresion de los genes blanco PAI-1 ni TMEPAI, que en las
hembras Drd2”" si se encontraron disminuidos. Esto podria deberse a una menor
sensibilidad de los machos frente a las variaciones en los niveles de TGF-31 activo, o bien a
la presencia de mecanismos que compensen los efectos de la disminucién de la citoquina.
En relacién a esto vimos que la expresion del receptor TBRII y del factor inhibitorio SMAD7
no se encuentran alterados en los machos Drd2”". Por otro lado, es sabido que la
transcripcion de TMEPAI es inducida también por testosterona (143), por lo tanto esto
podria estar marcando la diferencia observada entre los sexos en cuanto a la regulacién de

este gen, mas alla de su regulacion por TGF-31.

Respecto a las SMADs evaluadas, no encontramos alterados los niveles de SMAD4,
en ninguno de los sexos ni genotipos, mientras que la menor expresién de SMAD7, sélo en
las hembras ko, podria estar compensando, en parte, la caida en la sefializaciéon de TGF-31

observada en este grupo.

Entre las diferencias sexuales que encontramos en este estudio comparativo del
sistema TGF-f31, describimos por primera vez en la literatura que Unicamente en las
hembras los niveles de PRL sérica correlacionaron negativamente con el contenido de TGF-
B1 activo hipofisario, incluso frente a un tratamiento agudo con estradiol. Este hallazgo
resulta de gran relevancia debido a la implicancia fisiolégica de una regulacién sexo-

especifica de la secrecién de PRL por parte de TGF-1 activo.

Cabe destacar que el incremento de PRL en los machos ko respecto de los wt es
mucho menor, en proporcién, que el aumento de PRL que presentan las hembras frente a la

ausencia de control dopaminérgico. Sin embargo, las diferencias entre genotipos en los
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niveles de TGF-B1 activo son de la misma magnitud en ambos sexos. Ademds,
llamativamente, los niveles de TGF-f31 activo y de ARNm resultaron ser mayores en los
machos respecto de las hembras sin importar el genotipo. Por lo tanto no podemos
descartar que los mayores niveles de TGF-[31 hipofisario en los machos, en conjunto con los
menores niveles de E2 que presentan, estén frenando un aumento mayor en los niveles de
PRL en ausencia del RD2. Por otro lado tampoco podemos descartar la hipdtesis inversa, es

decir, que la misma prolactina pueda estar modulando los niveles de TGF-[31 activo.

Recientemente se identificaron varios elementos de respuesta a andrégenos (ARE)
en la secuencia del promotor de TGF-31. Algunos de estos AREs regulan positivamente y
otros negativamente la transcripcion, lo cual explicaria los efectos contradictorios de la
testosterona sobre la sintesis de TGF-[31 en distintos modelos (144). En la hipdfisis no se ha
estudiado la regulacion de TGF-B1 por andrégenos, mecanismo que podria estar mediando
las diferencias sexuales observadas entre hembras y machos, en conjunto con el efecto

inhibitorio que ejercen los estrogenos sobre la sintesis de la citoquina (107).

Esto podria explicar las diferencias observadas a nivel de ARNm de TGF-31 entre
sexos y genotipos. En cambio poco se sabe sobre la regulacion de la actividad de TGF-31 en
la hipdfisis. La inhibiciéon o estimulacién de la sintesis podria estar afectando la actividad de
la citoquina, pero este no parece ser un mecanismo de regulacion adecuado, dado que al
mantenerse almacenada la citoquina en estado latente en la ME luego de su secrecion, los

procesos de sintesis y activacion de TGF-[31 se encuentran desacoplados temporalmente.

Regulacién de los niveles de TGF-31 activo

En este trabajo describimos por primera vez que los niveles de TGF-B1 activo se

encuentran regulados por dopamina y por estrégenos en hipdfisis de ambos sexos.

Dos resultados evidencian una regulacidn positiva de la dopamina sobre los niveles

de TGF-B1 activo: los menores niveles observados en los ratones hembras y machos
carentes de receptor D2; y la reduccion de TGF-f31 activo frente al bloqueo del RD2 con el

antagonista sulpiride in vivo en ambos sexos. Esto ultimo se observd luego de tan solo 30
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minutos de tratamiento, tiempo insuficiente para que ocurra la sintesis de novo de
proteinas. Desconocemos aun cudles son los intermediarios de esta regulacion sobre la
activacion de TGF-1 por dopamina. Sin embargo si podemos afirmar que el mecanismo
involucra al RD2 y se trataria de un efecto no gendmico, posiblemente modulando alguno
de los activadores locales de TGF-B1. Mas adelante discutimos en mayor profundidad los

posibles activadores de TGF-[31 en hipdfisis y la regulacion local de los mismos.

Por otro lado, la regulacion de TGF-B1 activo por estrégenos resulté ser mas

compleja. En ambos sexos el efecto de los estrogenos fue dependiente del tono
dopaminérgico, pero el sentido y la magnitud de la respuesta fueron diferentes. En los
machos wt, los estrégenos inhibieron los niveles de TGF-B1 activo, lo cual concuerda con el
efecto negativo previamente reportado de E2 sobre la sintesis de la citoquina en ratas. En
cambio en los machos ko este efecto se pierde por completo. Por el contrario, en las

hembras, observamos que Unicamente en ausencia del RD2, los estrégenos causaron un

marcado incremento en los niveles de la citoquina activa, sin observarse efecto en las

hembras wt.

Este sorpresivo aumento de TGF-f31 activo en las hembras ko evidencia la compleja
interaccion entre dopamina y estradiol en la regulacion del proceso de activacion de la
citoquina. Demostramos que el estradiol tiene un potente efecto positivo sobre la activacion
de TGF-1, y dicho efecto se encuentra contrarrestado por el tono dopaminérgico,
evidenciado por la ausencia de respuesta a E2 en las hembras wt. Estd demostrado en las
hembras Drd2” gue los niveles de estrégenos circulantes son menores que en las wt y esto
es compensado por un incremento en la expresion del receptor de estrégenos (ER) (106),
por lo tanto el pulso de E2 aplicado en las hembras ko tendria un mayor sustrato de accion y

eso podria explicar la fuerte respuesta observada.

Resulta interesante destacar que el aumento de TGF-31 activo hipofisario
ocasionado por el estradiol correlaciond con una disminucion de los niveles de prolactina
sérica en las hembras ko. Previamente en nuestro laboratorio se habia descripto una
inesperada inhibicion estrogénica de los niveles de prolactina en el mismo modelo,

desconociéndose las causas (106). Nuestro actual hallazgo nos permite hipotetizar que este
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efecto inhibitorio de los estrégenos sobre la PRL sérica podria estar mediado por la

induccion de TGF-B1 activo.

Si bien estos resultados parecen contradictorios con el conocido rol de los
estrogenos estimulando la sintesis y secrecion de PRL, existen otros antecedentes en la
literatura, en donde se describe la utilizacidn de dosis agudas de estrogenos para disminuir
los niveles de PRL sérica. Por ejemplo, en la clinicase ha utilizado una aplicacion de estradiol
para finalizar la lactancia, observandose una disminucion de los altos valores de prolactina

sérica en mujeres lactantes, condicidn en la cual el tono dopaminérgico es bajo (145;146).

Nuestros resultados, en conjunto, sugieren una participacion de TGF-B1 como
mediador de los efectos de dopamina y estrogenos sobre la secrecidn y/o sintesis de PRL in

vivo.

Resulta de gran interés estudiar en mayor profundidad este efecto de los estrégenos
en ausencia del RD2, dado que al disminuir los niveles de PRL podria representar también

una alternativa terapéutica para los tumores que no responden a dopamina.

Regulacién de componentes que forman el complejo latente

Continuamos con la caracterizacion de distintos componentes del sistema TGF-1
para intentar explicar las diferencias observadas en los niveles de TGF-31 activo entre sexos

y genotipos y su regulaciéon diferencial por dopamina y estrégenos.

Es sabido que para que ocurra la activacion de TGF-B1 se requiere la correcta
presentacion de la citoquina en la ME, proceso en el cual tienen un papel fundamental los
componentes del complejo latente. Posteriormente, frente a algin estimulo especifico, la
citoquina es liberada de estos complejos latentes por medio de la accion de distintos

activadores locales, para poder ejercer sus funciones bioldgicas.

Uno de los primeros pasos en la formacion del complejo latente es el clivaje del pro-
péptido LAP del TGF-31 maduro mediante la accién de la enzima furina. Nuestros resultados
descartan que las diferencias encontradas en la regulacion de TGF-B1 entre genotipos se

deban a alteraciones en la expresién de furina, dado que en nuestro modelo no



Discusion del capitulo 2

encontramos diferencias en la sintesis de esta enzima. Sin embargo encontramos una
inhibicidn de la expresion de furina hipofisaria frente al tratamiento con estrégenos, hecho
que podria estar relacionado con los bajos niveles de TGF-31 descriptos en el modelo de

prolactinoma inducido por tratamiento crénico con estrégenos en ratas.

Otros importantes componentes en la formacion del complejo latente son las LTBPs,
gue, como ya mencionamos, se unen a LAP a través de residuos cisteina y permiten el
correcto plegamiento del complejo TGF-1-LAP, su secrecion y disponibilidad en la matriz
extracelular. En el capitulo 1 discutimos acerca de la expresion hipofisaria de estas
proteinas en los prolactinomas experimentales. En el presente capitulo describimos, por
primera vez en la literatura, que las tres isoformas de LTBPs capaces de unir TGF-1 se
encuentran diferencialmente reguladas por dopamina y estradiol, los principales

moduladores de la funcidn del lactotropo y de TGF-31 hipofisario.

Encontramos que los machos presentan una mayor expresién hipofisaria de las tres
isoformas de LTBPs respecto de las hembras, en concordancia también con los mayores
niveles de TGF-B1 activo. Estas diferencias entre los sexos podrian deberse a los menores
niveles de estrégenos circulantes en los machos, dado que LTBP1 y LTBP3, las isoformas que
unen TGF-1 con mayor afinidad, se vieron inhibidas por el tratamiento con estrégenos en
ambos sexos y genotipos. Seria interesante estudiar si la expresidon de estas isoformas se

encuentra también regulada por la testosterona.

Por otro lado, LTBP1 fue la Unica isoforma cuya expresidén se encontré disminuida en
hipofisis Drd2”" de hembras y machos. Esto sugiere una regulacién dopaminérgica positiva
sobre su sintesis, que Unicamente pudo evidenciarse en las hembras mediante el efecto
inhibitorio del antagonista sulpiride. Se ha comprobado que TGF-B1 induce su propia
expresion y la de LTBP1 en fibroblastos normales y transformados de pulmén (147); por lo
tanto la inhibicién de TGF-[31 activo podria estar causando los bajos niveles de LTBP1 en las

hipofisis Drd27".
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Regulacién de los posibles activadores de TGF-31 hipofisario

En esta tesis describimos una regulacidn novel de la activacién de TGF-1 in vivo por
dopamina y estradiol. Dado que ninguno de los mecanismos de activacion de TGF-31
descriptos hasta el momento involucra una participacidn directa de dopamina y estradiol en

la liberaciéon de la citoquina, proponemos que la dopamina y los estrégenos deben estar

regulando la funcidén de activadores locales de TGF-31.

La baja proporcion de TGF-[31 activo/total que encontramos en hipdfisis y que ha sido
descripta también en otros tejidos, refleja la importancia de la regulacion local sobre la
actividad de esta potente citoquina. La identificacion de los mecanismos de activaciéon de
TGF-B1 tejido-especificos es de gran relevancia en pos de facilitar la obtencién de
herramientas terapéuticas que permitan incrementar o inhibir la actividad de TGF-[31 segun

la necesidad de la patologia, sin afectar la homeostasis del sistema en otros tejidos.

Hasta el momento no se habia estudiado la regulacion de la actividad de TGF-31 en
hipdfisis, y por lo tanto no se conocen cudles son los activadores que actuan a nivel local.
Como una primera aproximacion para la identificacién de estos mecanismos de activacion de
TGF-B1 hipofisario, estudiamos la expresion del ARNm y su regulacion por dopamina y
estrogenos, de algunos de los activadores previamente descriptos en otros modelos: MMP2,

MMP9, MT1-MMP, integrinas 36 y 38, TSP1 y KLK1.

Del analisis de los resultados en su conjunto, en hembras y machos de ambos

genotipos surgen algunos patrones de expresion de los activadores evaluados:

- Los machos presentaron mayores niveles de expresion de la mayoria de los

activadores respecto de las hembras.

Este fue el caso de MMP2, MT1-MMP, Integrinas 36 y 38, y TSP1. El incremento de la
expresion de estos posibles activadores podria estar relacionado con los mayores niveles
de TGF-B1 activo en los machos respecto de las hembras. Particularmente, en el caso de
las integrinas, las diferencias entre los sexos podrian deberse a un efecto estrogénico,
dado que estos genes se vieron regulados negativamente por el tratamiento con E2.
Hacen falta mads estudios para determinar cual o cuales de estas moléculas son en efecto

capaces de activar TGF-B1 in vivo en la hipdfisis.
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- El impacto de la ausencia del RD2 sobre la expresidon de los activadores fue mas

marcado en las hembras.

En general la pérdida del control dopaminérgico disminuyé la expresion de la mayoria de
los activadores locales de TGF-B1 en las hembras Drd2” respecto de sus pares Drd2**. Este
fue el caso de MMP2, MMP9, MT1-MMP, KLK1 y TSP1, y la inhibicién de estos posibles
activadores fue concordante con la disminucion en el contenido de TGF-31 activo en las
hipdéfisis de hembras Drd2”". Por el contrario, los machos no presentaron diferencias entre

genotipos para estos activadores, con excepcion de TSP1.

En el caso de MMP2 y TSP1, si bien la estadistica indica que los animales ko presentan
menor expresién sin importar el sexo (no hay interaccion entre sexo y genotipo en el
ANOVA), no queda claro si realmente hay diferencias o si se trata de un artefacto estadistico.
De hecho ninguno de los activadores estudiados presentd una regulacién dopaminérgica por
sulpiride o cabergolina en machos. Unicamente la integrina 6 presenté una clara
disminucién en los machos Drd2”" respecto de los wt, aunque tampoco en este caso se

observo regulacidn de la expresion por las drogas dopaminérgicas.

Esta falta de efecto dopaminérgico sobre los activadores en los machos concuerda con el
menor tono dopaminérgico que en general presentan respecto de las hembras, evidenciado
por una menor actividad de las neuronas TIDA (129), menor concentracion de dopamina en
la eminencia media (128), y el menor impacto de la pérdida de RD2 en el desarrollo de los

prolactinomas .

A continuacion analizamos en mayor detalle la regulacién de los distintos activadores

y su posible funcion en la tumorogénesis de los prolactinomas.
MMPs

Si bien no pudimos detectar por zimografia la banda de MMP2 y MMP9
correspondiente a las proteasas activas en hipofisis si se detectd la expresion de los
zimogenos inactivos, Pro-MMP2 y Pro-MMP9. En estudios previos en distintos tipos de
tumores hipofisarios humanos tampoco se detecté actividad de MMP2 y MMP9 (128;148),
mientras que en otros trabajos se relaciond una alta actividad de MMPs con la agresividad e

invasividad de los tumores hipofisarios (149-151). Por lo tanto, la baja actividad de MMP2 y
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MMP9 que encontramos podria estar relacionada con el caracter benigno de los
prolactinomas en nuestro modelo experimental. Por otro lado, se ha postulado un rol de las
MMPs en el control de la proliferacién y secrecién hormonal en la hipdfisis. Estos autores
sugieren que la actividad de las MMPs se encontraria restringida por areas o ante
condiciones fisioldgicas especificas, y esto permitiria la activacion local de factores de
crecimiento que actuarian en forma paracrina o autécrina sobre las células vecinas (148).
Teniendo en cuenta esta hipodtesis, la menor expresion de las Pro-MMPs en las hipofisis

Drd2” podria estar relacionada a los niveles de activacién de TGF-[31 en este genotipo.

Integrinas

En nuestro modelo experimental encontramos diferente patrén de expresién en las
integrinas capaces de activar TGF-[31. La expresion de ambas integrinas, 36 y 38, es mayor en
las hipdfisis de machos respecto a las hembras del mismo genotipo. Sélo en los machos la
integrina 36 fue afectada por la ausencia del RD2, observandose una menor expresion en

hipofisis ko, mientras que en las hembras no se observan diferencias.

En cambio, la integrina 38 fue el Unico gen de todos los posibles activadores de TGF-31

evaluados que se encontrd sobre-expresado en las hipofisis hiperplasicas de las hembras

Drd2'/", sin observarse diferencias entre genotipos en los machos.

Ha sido demostrado que los mecanismos de activacion de TGF-B1 por diferentes
integrinas cumplen diferentes funciones bioldgicas. La integrina [38 se encuentra
normalmente expresada en células epiteliales, donde controla negativamente la

proliferacidn, y se postula que la activacion de TGF-B1 mediada por av8 es un mecanismo

inhibitorio _normal en este tipo celular. Es mas, se ha demostrado que en células

transformadas disminuye la expresién de esta integrina (67;152). En cambio, la activacion de
TGF-B1 por integrina avB6 ha sido demostrada sélo en situaciones de inflamacién o injuria,
procesos relacionados a alteraciones mayores de la matriz extracelular con elevados niveles

de activacion de TGF-31 (67;152).

Estos antecedentes en conjunto, nos sugieren que la alta expresion de integrina 38, sin
notables cambios en la expresion de la integrina 6 en las hipdfisis ko para el RD2 podria

representar un mecanismo de restriccion del crecimiento tumoral y la transformacién
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maligna en este modelo de prolactinoma. Mas auln, los altos niveles de integrina [38 en
machos podrian estar también involucrados en la ausencia de generacion de prolactinomas

en este sexo.

TSP1y KLK1

Entre todos los activadores estudiados, inicamente TSP1 y KLK1, presentaron un
patrdon de regulacion similar al que habiamos descripto para los niveles de TGF-B1 activo
en las hembras. Es decir, TSP1 y KLK1 responden a un control dopaminérgico positivo, y a un
incremento de expresion frente a un estimulo con estrégenos tal como observamos en las
hipofisis de hembras ko. Estos hallazgos nos hacen sospechar que estas proteinas podrian

estar involucradas en la activaciéon hipofisaria de TGF-f1

Estudios previos demostraron una regulacién dopaminérgica y estrogénica de KLK1 a
nivel hipofisario en ratas hembra (139;153;154). Pero las alteraciones inducidas por

dopamina y estradiol sobre esta proteasa no habian sido, hasta el momento, relacionadas

con la posible activacién local de TGF-B1. Son mas recientes en bibliografia los estudios que

demuestran una activacion directa de TGF-B1 por calicreinas. Se ha demostrado in vitroy ex

vivo que KLK1, 2 y 5 interactian tanto con LAP, provocando un cambio conformacional
rapido en el complejo latente, como con LTBP1, provocando en ambos casos la liberacion
de la citoquina activa (141;142). Pero no existen antecedentes sobre la activacion de TGF-f1

por KLKs en hipdfisis.

Contrario a lo descripto en hipodfisis de ratas hembra, encontramos una clara
regulacién positiva dopaminérgica de KLK1, en nuestros ratones, evidenciada, no sélo por
los menores niveles de expresion en las hipdfisis de las hembras ko, sino también por una
estimulacion frente al tratamiento con el agonista cabergolina. Demostramos ademas una
fuerte respuesta de esta proteasa a los estrogenos en ambos sexos. Si bien en los machos la
respuesta a estréogenos fue igual en ambos genotipos, en las hembras, el incremento en el
ARNm de KLK1 sélo se evidencié en ausencia de control dopaminérgico, en las hipodfisis
Drd2”". La fuerte respuesta de KLK1 frente al estimulo con estradiol (un aumento de 23
veces en los niveles) en hipdfisis de hembras Drd2”" concuerdan con la marcada activacién

de TGF-1 que encontramos frente a este estimulo (ver Figuras 23A y 32C).
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Nuestros resultados sugieren por primera vez una posible funcién de KLK1 como

activador local de TGF-B1 en hipdfisis, modulando los efectos de dopamina y estradiol sobre

la_activacion de esta potente citoquina. Actualmente nos encontramos profundizando

estudios in vivo e in vitro sobre la accidn hipofisaria de esta proteasa para verificar esta

hipotesis.

En cuanto a TSP1, su rol como activador de TGF-[31 se encuentra bien documentado
en la bibliografia, siendo una de las pocas moléculas cuya capacidad de activacién ha sido

demostrada tanto en sistemas in vitro como in vivo (63).

Previamente habia sido descripto que TSP1 se encuentra inhibida en las hipdfisis de
ratas tratadas crénicamente con estrogenos (117) y nosotros pudimos verificar este
resultado en nuestro modelo de ratas DES. En el capitulo anterior demostramos que los
niveles de TSP1 se encuentran también disminuidos en otro modelo de prolactinomas
experimentales, los ratones hembra Drd2”". De acuerdo con esta regulacién positiva por
dopamina, vimos que el tratamiento con sulpiride inhibié la expresidon de TSP1 hipofisario.
Mientras que el tratamiento con valerato de E2 indujo un marcado aumento en la expresion
de TSP1 en ambos genotipos. El efecto positivo del estradiol es contradictorio respecto de lo
reportado en la bibliografia y respecto a lo que observamos en nuestro modelo de ratas
estrogenizadas. Sin embargo estas diferencias pueden deberse a que los efectos opuestos se
vieron a diferentes tiempos de tratamiento (24hs en los ratones, efecto agudo; y 4 semanas

en las ratas, efecto crénico), y con diferentes drogas y dosis.

El hecho de que tanto E2 como dopamina incrementaran simultdneamente los
niveles de TGF-[31 activo y la expresion génica de TSP1 nos lleva a proponer también a TSP1
como posible mediador de los efectos de dopamina y estradiol observados sobre la

activacion local de TGF-1.

Como conclusion de los resultados de este capitulo, y volviendo a los interrogantes

gue nos planteamos al comienzo de la discusion, podemos decir que:

- Demostramos que efectivamente hay una regulacién conjunta de dopamina vy

estradiol sobre el sistema TGF-B1 hipofisario, especificamente sobre el proceso de
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activacion de la citoquina y esto se evidencié también en los niveles de PRL sérica, que
presentaron una correlacidén inversa con la citoquina activa en las hembras. Estos

resultados nos llevan a proponer a TGF-31 activo como mediador de los efectos

dopaminérgicos y estrogénicos sobre la funcién del lactotropo.

Encontramos diferencias sexuales en el sistema TGF-B1 y en su regulacion por
dopamina y estradiol. Al ser mas fuerte el control ténico dopaminérgico en las
hembras, la pérdida del RD2 causé un mayor impacto en el sistema TGF-31 en las
hembras que en los machos. En general en los machos la mayoria de los componentes
del sistema presentaron elevados niveles de expresion respecto de las hembras, en
concordancia con el efecto inhibitorio de los estréogenos sobre muchos de estos
componentes. Es decir, los menores niveles de estréogenos circulantes en machos
favorecerian la presencia de un sistema TGF-31 mas potente en este sexo, y esto
podria explicar, al menos en parte la proteccion frente al desarrollo de

prolactinomas en los machos, aun frente a la pérdida del control dopaminérgico.



Capitulo 3

Potencial terapéutico de péptidos analogos
de TSP1 en prolactinomas experimentales
inducidos por estrégenos
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INTRODUCCION DEL CAPITULO 3

Angiogénesis

Se denomina angiogénesis al desarrollo de nuevos vasos sanguineos a partir de la
vasculatura preexistente. La angiogénesis tiene un rol fundamental durante el desarrollo
embrionario, y en diferentes procesos fisioldgicos como la cicatrizacion de heridas y el ciclo
menstrual (155). Sin embargo también estd involucrada en la patogénesis de varias

enfermedades, como la ateroesclerosis, artritis, retinopatia diabética y psoriasis (156;157).

Un drea de investigacion muy desarrollada en las ultimas décadas, y de gran interés
debido a su potencial terapéutico, es el rol de la angiogénesis en el desarrollo de tumores.
Folkman fue el primero en proponer que el crecimiento de tumores sdlidos depende del
proceso angiogénico, basandose en experimentos en los cuales, si implantaba tumores en
6rganos aislados, éstos eran incapaces de crecer, mientras que los mismos tumores
implantados sobre vasos sanguineos, no sélo crecian e inducian angiogénesis sino que

también producian metastasis (158).

El aumento del tamafio tumoral, requiere un aumento en su vascularizacion para
satisfacer las demandas crecientes de oxigeno y nutrientes. En muchos tumores humanos
(mama, proéstata, vejiga, estdmago, entre otros), el incremento de la angiogénesis se vio
correlacionado con el desarrollo de metdstasis (159;160), mal diagndstico y disminucién de

la supervivencia (161;162).

La angiogénesis es un proceso complejo que se encuentra altamente regulado e
involucra la interaccion entre células tumorales, células endoteliales, macréfagos,
fibroblastos y la matriz extracelular. Todos estos actores son capaces de liberar una variedad
de factores que pueden influenciar positiva o negativamente el mecanismo de angiogénesis,
actuando sobre la vasculatura, que en general se encuentra en estado quiescente en el
adulto. El balance final entre los factores pro-angiogénicos (VEGF, FGF, etc.) y anti-

angiogénicos (TSP1, angiostatina, entre otros) es el que determinard el fenotipo angiogénico
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del tumor. Esta hipdtesis del switch o “interruptor angiogénico” se ejemplifica en la Figura

34 y es considerada uno de las condiciones necesarias para el desarrollo de tumores (163)

INTERRUPTOR
<+— On
<«— Off
[@ Factores pro-angiogénicos @ Factores anti-angiogénicos
Trombospondina 1
aFGF P
Prolactina 16kD
bFGF ;
VEGE Interferdn o/3
PDGE Angiostatina

Endostatina

Angiogénesis en adenomas hipofisarios

Figura 34. Teoria del interruptor
angiogénico. El desarrollo de nuevos
vasos sanguineos depende del
balance entre los factores pro y anti-
angiogénicos presentes en el tejido.
La reduccidén en la concentracion de
inhibidores o el incremento de
factores activadores, activa el
interruptor, favoreciendo la
formacién  de nuevos  vasos.
Modificado de (164).

La glandula pituitaria, a diferencia de otros tejidos en donde se ha estudiado la

angiogénesis, tiene doble aporte sanguineo. El principal estd dado por los vasos portales

largos, que proveen un medio de comunicacion entre el hipotalamo y la adenohipdfisis,

llevando neurotransmisores y otros péptidos hipotaldmicos estimuladores e inhibidores de

la secrecion y proliferacion de las células de la hipdfisis anterior. Los capilares del sistema

porta hipofisario son fenestrados, lo que favorece el intercambio de sustancias con las

células endécrinas de la glandula. Ademads, hay un sistema adicional arterial directo: la

hipofisis recibe oxigeno y nutrientes a partir de las arterias hipofisarias superior e inferior

que son ramas directas de la arteria cardtida interna. Por su parte, la secrecidn

adenohipofisaria alcanza el I6bulo posterior a través de los vasos portales cortos (Figura 35).
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Arteria car6tida

Vasos portales largos .
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Arteria
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Figura 35. Vasculatura de la hipéfisis. Modificada de (165).

Debido a la alta vascularizacion que presenta la glandula normal, el papel de la
angiogénesis en el desarrollo de tumores hipofisarios ha sido motivo de controversias.
Varios estudios sefialan que los adenomas hipofisarios humanos presentan una menor
vascularizacion respecto de la hipéfisis no tumoral (166;167). Sin embargo, otros estudios
han demostrado que la angiogénesis en los tumores hipofisarios esta relacionada con el
comportamiento y la respuesta tumoral. En particular, se demostr6 que los
microprolactinomas son menos vascularizados que los macroprolactinomas (168); los
prolactinomas invasivos son significativamente mas vasculares que los no invasivos (169) y
los niveles de ARNm para VEGF, factor pro-angiogénico por excelencia, son mayores en los

adenomas que en las hipdfisis normales (170).

Estos antecedentes sugieren que el desarrollo de prolactinomas estd asociado un
proceso angiogénico.
Estudios en modelos animales de prolactinomas refuerzan esta hipdtesis. En

particular, en nuestro laboratorio hemos observado un incremento en la expresién de VEGF
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en las hipdfisis de ratones Drd2’/’, modelo de prolactinoma resistente a agonistas
dopaminérgicos (106), en el cual también demostramos que un tratamiento con terapias
anti-VEGF fueron efectivas en reducir no sdélo la densidad vascular, sino también el

crecimiento de los prolactinomas (171).

Por otro lado, Elias y Weiner (172) propusieron que la angiogénesis es necesaria para
la induccidn y el crecimiento de los prolactinomas inducidos por estréogenos en ratas Fisher
344. Estos mismos autores demostraron que la accién tumorogénica del estradiol
correlaciona con su capacidad de inducir un suministro de sangre arterial directo sobre la
hipofisis (173). Ademas es sabido que los estrogenos regulan positivamente los niveles
hipofisarios de potentes factores pro-angiogénicos como VEGF y FGF (87), mientras que
inhiben la produccién de factores anti-angiogénicos como TSP1 (117). Por lo tanto, los
prolactinomas inducidos por estrégenos presentan una elevada angiogénesis y representan
un buen modelo para evaluar tratamientos terapéuticos que tengan como blanco el proceso

angiogénico.

Terapias anti-angiogénicas

Debido a que la mayoria de los tumores requieren de la formacién de nuevos vasos
sanguineos para su crecimiento, y que la induccion de este proceso es un evento temprano
en el desarrollo del cancer y de otros tumores no malignos, el bloqueo de la angiogénesis
resulta un blanco terapéutico mas que atractivo en la busqueda de tratamientos contra el

crecimiento tumoral.

Desde que Folkman lo propuso por primera vez en la década del ‘70 (174), se han
dedicado numerosos esfuerzos para el desarrollo de estrategias anti-angiogénicas. La
mayoria de ellas apuntan al bloqueo de VEGF, el mds potente promotor de la angiogénesis.
En este sentido se han desarrollado varios agentes contra VEGF que se encuentran en
distintas fases preclinicas de experimentacién (175). Entre ellos se puede mencionar

anticuerpos contra VEGF (Avastin o Bevacizumab, mAb G6-31) o contra sus receptores;
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receptores solubles que unen VEGF en circulacién (VEGF-TRAP), pequenas moléculas

inhibidoras de los receptores de VEGF, entre otros (Revisién en (176)).

A pesar de que estas estrategias anti-VEGF demostraron ser eficientes en muchos
modelos murinos y humanos de cdncer, en varios estudios preclinicos y clinicos se observé
gue estos efectos benéficos resultan ser transitorios, y luego de un corto tiempo los tumores

vuelven a crecer y la enfermedad progresa (177-179).

Mas recientemente se postuld la idea de que las terapias anti-angiogénicas en realidad

cooperarian en la normalizacién de la vasculatura tumoral (180), la cual es tipicamente

aberrante, presentando vasos tortuosos, flujo sanguineo erratico y alta permeabilidad (181),
caracteristicas que impiden el acceso de las drogas antitumorales. La normalizacién de la
vasculatura permitiria un mejor acceso de las drogas utilizadas en quimioterapia y es por eso
gue muchas veces las terapias anti-angiogénicas sélo actian como complemento al

tratamiento cldsico quimioterapéutico.

Debido a la falta de respuesta en muchos tratamientos preclinicos con antagonistas de
VEGF, la busqueda de otros tratamientos anti-angiogénicos se hizo inminente. Entre ellos se
encuentran actualmente en estudio tratamientos con péptidos analogos de trombospondina
1 (TSP1). Esta estrategia resulta de particular interés en este trabajo y se detalla a

continuacion.

Trombospondina 1

Trombospondina 1 (TSP-1) es una glicoproteina trimérica de 450 KDa, de estructura
compleja. Esta compuesta por tres cadenas homologas que contienen diferentes dominios
estructurales, dentro de los cuales se encuentran diversos sitios de unién a proteoglicanos,
factores de crecimiento, integrinas, entre otros, capacidad que le confiere multiples
funciones bioldgicas (124). La estructura de cada cadena posee 3 dominios, denominados

secuencias repetitivas (TSRs), tipo 1, 2 o 3 (ver esquema en la Figura 36)
Los TSR tipo 1 funcionan como:

A- inhibidores de angiogénesis: TSP-1 fue la primera proteina reconocida como

potencial supresor enddgeno de angiogénesis in vivo (124).
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B- activadores de TGF-B1l: ha sido reportada la capacidad de TSP-1 de inhibir el
crecimiento tumoral, directamente por inhibicién de proliferacién de ciertos tipos de
tumores, y no de otros. Esta capacidad se da en aquellos tumores cuyo tipo celular
es aun responsivo a TGF-B1, ya que TSP-1 es capaz de activar TGF-B1 in vivo en

numerosos tejidos (63).

Los principales efectos anti-angiogénicos de TSP-1 son, en su mayoria, mediados por las
secuencias repetitivas TSR tipol. Las TSR-1 contienen un sitio de unién a la proteina CD36 de
la membrana celular endotelial, con la cual interactia, desencadenando una serie de
eventos anti-proliferativos y apoptéticos que involucran la activacion de la cascada fyn-
caspasa3- p38MAPK y JUNK1, entre otros. Este sitio de unidn a CD36 es el responsable de la
inhibicidn de la angiogénesis causada tanto por FGF-2 como por VEGF, por impedir el acceso
a sus receptores al desplazarlos de los proteoglicanos de superficie que los mantienen

unidos a las células endoteliales, y/o interferir en la sefializacion intracelular (124).

PHR T5Rtippl tipo2
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Figura 36. Esquema representativo de la estructura de TSP1. Se muestran los diferentes
dominios dentro de la molécula y se detallan las funciones asociadas a las diferentes
secuencias aminoacidicas dentro del dominio TSR tipol. Modificado de (182).
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Péptidos sintéticos andlogos de TSP1

Dado que TSP1 es una proteina muy grande y con multiples funciones, se han
desarrollado péptidos sintéticos que mimetizan especificamente la actividad anti-
angiogénica de esta compleja glicoproteina (183). Estos péptidos fueron sintetizados
basandose en la secuencia activa GVITRIR presente en la segunda TSR tipo 1 de TSP1. Esta
region de la molécula es necesaria para la unién y activacién del receptor CD-36 presente en

las células endoteliales (184).

ABT-510 fue uno de los primeros péptidos miméticos de TSP-1, tiene una potente
actividad pro-apoptética sobre células endoteliales en cultivo y es bien tolerado
clinicamente (185). Este compuesto fue evaluado en ensayos clinicos en fase Il para el
tratamiento de cancer de cabeza y cuello, cancer de pulmdn, linfoma y carcinoma renal
(186);(185;187-190). En una segunda generacion de andlogos de TSP-1 surge otro péptido,
el ABT-898, cuya ventaja respecto de su predecesor ABT-510, es que presenta una menor
tasa de clearance, con lo cual se espera que este péptido sea mas potente que los anteriores

(191;192).

TSP1 en hipdfisis

El rol de TSP1 en la tumorogénesis hipofisaria no se encuentra del todo dilucidado.
En trabajos previos se demostréo que TSP1 se encuentra ampliamente distribuida en la
hipdfisis, particularmente co-localizando con marcadores de células endoteliales (76), y que
un tratamiento crénico con estradiol disminuye la expresion de TSP1 hipofisaria
determinada mediante inmunohistoquimica (117). En concordancia con estos resultados,
encontramos menores niveles de ARNm de TSP1 en las hipofisis tumorales de ratas tratadas
con DES y en los ratones hembra Drd2” (ver Figura 13, Capitulo 1). En base a estos
resultados postulamos que la disminucidn local de este factor anti-angiogénico podria estar
involucrada en el desarrollo de los prolactinomas y que, por lo tanto, la restitucion de los
niveles de TSP1 podria presentar efectos benéficos para detener el crecimiento de estos

tumores.
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OBJETIVOS DEL CAPITULO 3

Dado que el modelo de prolactinoma inducido por estradiol en ratas presenta bajos
niveles de TSP-1, alteraciones en la expresion de TGF-f31 hipofisario y un aumento en la
angiogénesis (factores que estarian contribuyendo a la formacién del tumor), nuestra
hipdtesis postula que tratamientos con compuestos que mimetizan la accién anti-

angiogénica de TSP-1 podrian ser efectivos como terapia antitumoral en este modelo.

El objetivo de esta segunda parte del trabajo fue estudiar el efecto in vivo de un
tratamiento con los analogos sintéticos de TSP-1: ABT-510 y ABT-898, en prolactinomas

inducidos por estrégenos en ratas hembra.

Objetivos especificos:

1) Evaluar el impacto del tratamiento con ABT-510 y ABT-898 sobre los
parametros de crecimiento tumoral (tamafio hipofisario, niveles de
prolactina sérica, proliferacién celular) en prolactinomas inducidos por

DES.

2) Analizar el efecto de estos tratamientos sobre la vasculatura en los

prolactinomas inducidos por DES.

3) Estudiar el efecto de los andlogos de TSP1 sobre el sistema TGF-31

hipofisario.
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Diseio experimental

Para evaluar si los andlogos de TSP1 tienen capacidad de revertir la tumorogénesis
hipofisaria en el modelo de prolactinomas inducidos por DES, se utilizé el siguiente
protocolo experimental (ejemplificado en la Figura 37): dos semanas luego de la
implantacion del pellet DES, las ratas fueron divididas en tres grupos, un grupo fue tratado
con ABT-510 (100 mg/kg, i.p., Laboratorios Abbott); otro grupo fue tratado con ABT-898
(100 mg/kg, i.p., Laboratorios Abbott) y el tercer grupo fue tratado con el vehiculo Dextrosa
5% (Grupo DES control). El tratamiento consistié en la administracién de 3 inyecciones
semanales durante dos semanas. Pasadas 48 hs luego de la ultima inyeccidn, se sacrificaron
las ratas y se recolectd sangre troncal y la adenohipdfisis para su posterior analisis. Los tres
grupos experimentales descriptos fueron comparados con hipdfisis normales obtenidas de

ratas hembra adultas en diestro al momento del sacrificio.

Pellet
DES 20mg

0 1 2 3 4

| ! v
i l ! |
Tiempo (semanas) \%

ABT 510 ABT 510 100mg/kg

DES ABT 898 ABT 898 100mg/kg

Control Vehiculo Dextrosa 5%

Diestro : hipodfisis de ratas en diestro sin ningun tratamiento

Figura 37. Esquema representando el disefiio experimental del tratamiento con ABT-510 y
ABT-898.
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RESULTADOS DEL CAPITULO 3

Efecto de los andlogos sintéticos de TSP-1 sobre el crecimiento tumoral

Analizamos, en primer lugar, el efecto del tratamiento con los péptidos ABT-510 y
ABT-898 sobre dos parametros del crecimiento tumoral en este modelo: los niveles de PRL
sérica y el peso de las hipodfisis. En la Figura 38A, se observa que luego de dos semanas de
tratamiento, ambos péptidos redujeron de manera significativa los elevados niveles de PRL
sérica inducidos por DES, sin observarse diferencia entre el efecto de ambos péptidos. De la
misma manera los analogos de TSP1, lograron disminuir el peso de la hipdfisis incrementado

luego del tratamiento con DES (Figura 38B).
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Figura 38. Efecto de un tratamiento con ABT-510 y ABT-898 durante 2 semanas sobre
parametros del crecimiento tumoral. A) Niveles de PRL sérica medidos por RIA en los
diferentes grupos experimentales. *P=0,0002 respecto de diestro; #P=0,036 y & P=0.028
respecto de DES control. N=11,12,14,15. B) Peso de las hipofisis luego del tratamiento in vivo
con los analogos de TSP1. *P=0,0002 respecto de diestro; #P=0,03 respecto de DES control.
N =11,12,14,15. Andlisis estadistico: ANOVA de un factor, seguido de Test de Tukey para la
comparacion entre medias.

Finalizado el tratamiento medimos por western blot, en los homogenatos de hipdfisis
de todos los grupos experimentales, los niveles de expresion del antigeno nuclear de células

en proliferaciéon (PCNA), proteina utilizada cominmente como marcador de proliferaciéon
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celular. PCNA es una proteina de 36 KDa, de localizacion nuclear, que participa en los
procesos de sintesis y reparacion del ADN. Su expresidn es maxima cuando las células se

encuentran en la fase S del ciclo celular (193).

La expresidn proteica de PCNA hipofisaria fue significativamente mayor en el grupo
DES en comparacion con el grupo de ratas normales en diestro, congruente con la accion
mitogénica de los estrégenos sobre los lactotropos y las células endoteliales. En la Figura 39
se observa que los tratamientos con ABT-510 y ABT-898 lograron disminuir, en parte, el
efecto mitogénico del DES, evidenciado por una disminucién de la expresion de PCNA. De

los dos péptidos utilizados, el ABT898 fue mas potente en reducir los niveles de PCNA.

PCNA

b
2
e

u.a

[=N=]

> o

Diestro Control | ABT510 | ABT 898

DES

Figura 39. Niveles de expresion del marcador de proliferacion celular PCNA determinado por
Western Blot. A) Imagen representativa de las bandas inmunoreactivas para PCNA (36 KDa) y
para [B-actina (42 KDa), utilizada como control de carga. B) Cuantificacion por densitometria
de la intensidad de las bandas de PCNA relativas a las de B-actina. *P=0,0002, respecto de
diestro; # P=0,03, & P=0,0002, respecto de DES control; N=6,10,11,10. Analisis estadistico:
ANOVA de un factor, seguido de Test de Tukey para la comparacién entre medias.
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Efecto de ABT-510 y ABT-898 sobre la angiogénesis en los prolactinomas

Como mencionamos en la introduccién de este capitulo, los péptidos ABT-510 y ABT-
898 fueron disefiados en base a la regidén de TSP1 identificada como responsable de la
actividad anti-angiogénica de esta compleja glicoproteina, y la capacidad de estos péptidos

de inhibir el proceso de angiogénesis ha sido demostrada en varios estudios (188;192;194).

En base a estos antecedentes, evaluamos si la inhibicién que ejercen estos andlogos
sobre el desarrollo de los prolactinomas inducidos por DES podria atribuirse al efecto anti-
angiogénico local de los mismos. Para ello realizamos un estudio inmunohistoquimico de la
vasculatura en cortes de hipdfisis de los distintos grupos experimentales. Cuantificamos el
area y la densidad vascular, dos parametros muy utilizados como indicadores de
angiogénesis, utilizando como marcador de endotelio un anticuerpo especifico para CD31.
Con ayuda del software Image J analizamos las imagenes y calculamos el drea vascular
relativa (suma de dreas de todos los vasos sobre el area total del tejido), el tamafo
promedio de los vasos expresado en umz, y la densidad microvascular (DMV) determinada
por el numero de vasos por drea de tejido. En la Figura 40 se muestran imagenes

representativas de la inmuno-marcacién con CD31.

Mediante este analisis observamos que tanto la DMV como el area vascular relativa
se encontraron incrementadas en las hipéfisis tumorales (DES) respecto de los controles en
diestro, sin registrarse cambios en el tamafio promedio de los vasos. El tratamiento con
ABT-510 y ABT-898 disminuyé significativamente el nimero de vasos por area en los
tumores (Figura 41C) sin modificar el tamafio de los vasos (Figura 41B). En cuanto al drea

vascular total, no se observé un efecto de los péptidos.
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Figura 40. Inmuno-marcacion de vasos con el marcador endotelial CD31. Las secciones de
hipdfisis de los distintos grupos experimentales fueron incubadas con anticuerpo anti CD31y
reveladas con DAB (color marrén): Diestro (A), DES control (B), DES + ABT-510 (C) y DES +
ABT-898 (D). Los nucleos fueron contra-tefiidos con hematoxilina (color azul) y las imagenes
fueron tomadas con aumento 40X. La longitud de la barra representa 50um.
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Figura 41. Efecto del tratamiento con ABT-510 y ABT-898 sobre la angiogénesis. Andlisis de
la inmuno-marcacion de vasos con CD31 en cortes de hipofisis. Se utilizo el programa Image)
para el andlisis de imagenes. A) Area vascular relativa, determinada como el 4rea ocupada por
los vasos/area total *P=0,033, #P=0,037, respecto de Diestro, N=5,7,4,5. B) Tamafio promedio
de los vasos. N=5,7,4,5 C) Densidad microvascular determinada como el nimero de vasos por
mm?, *P=0,014, respecto de diestro; & P= 0,01, # P=0,027 respecto de DES control.
N=5,7,4,5. Se cuantificaron al menos 3 fotos por corte y 3 cortes por animal. Andlisis

estadistico: ANOVA de un factor, seguido de Test de Tukey para la comparacidn entre medias.

Estos resultados corroboran un efecto inhibitorio de ABT-510 y ABT-898 sobre la
vascularizacion en los tumores inducidos por DES, efecto que seguramente participa en la
disminucion del tamafio tumoral y de la PRL sérica causado por el tratamiento con estos

analogos de TSP1.
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Efecto de ABT-510 y ABT-898 sobre el sistema TGF-[31 hipofisario

Ha sido previamente descripto que, en los prolactinomas inducidos en ratas hembra por
un tratamiento crénico con estrégenos, los niveles de TGF-B1 se encuentran disminuidos
(107;117;118;195). En el primer capitulo de esta tesis demostramos que no sélo la sintesis y
expresién, sino también la activacion de TGF-[31 se encuentra reducida en las hipofisis de
nuestros modelos experimentales de prolactinomas: ratas tratadas con DES y ratones

hembra Drd2”".

Basandonos en estos antecedentes, y teniendo en cuenta que TSP1 es uno de los
principales activadores de TGF-[31, nos interesé evaluar si el efecto inhibitorio de ABT-510 y
ABT-898 sobre el desarrollo del prolactinoma inducido por DES modificaba también la

regulacién local de TGF-31.

Determinamos los niveles de TGF-B1 activo y total por ELISA en homogenatos de
hipdfisis de los grupos controles y tratados. Encontramos, sorpresivamente, que el
tratamiento con ABT-898 indujo un marcado incremento en los niveles de TGF-f31 activo,
recuperando, e incluso superando, los niveles observados en las hipdfisis normales (Figura
42A). No se evidenciod alteracidn de los niveles totales de TGF-31 (Figura 42B), sugiriendo

una regulacidn especifica del péptido sobre el proceso de activacién de la citoquina.
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Figura 42. Contenido hipofisario de TGF-31 determinado por ELISA. A) Niveles de TGF-31
activo. *P=0,036 respecto de diestro; #P=0,01 respecto de DES control. N=8,5,6. B) Niveles de
TGF-1 total medido luego de un tratamiento acido de las muestras. ¥*P=0,04 respecto de
diestro. N=8,5,6. Anadlisis estadistico: ANOVA de un factor, seguido de Test de Tukey para la
comparacion entre medias.
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Los niveles de expresion de la proteina SMAD2/3 fosforilada (pSMAD 2/3), principal
via de sefializacion activada por TGF-31 una vez que se une a su receptor, también fueron
inducidos por el tratamiento con ABT-898, revirtiendo el efecto inhibitorio del DES sobre la

expresion de esta proteina, y confirmando el incremento en la activacién de la citoquina

(Figura 43).
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Figura 43. Expresion de pSMAD2/3, medida por Western Blot en homogenatos de hipdfisis
de los diferentes grupos experimentales. Se cuantific6 la intensidad de la banda
inmunorreactiva para pSMAD2/3 (53 KDa) y se relativiz6 a la de (-actina (42 KDa). Analisis
estadistico: ANOVA de 1 factor seguido de Test de Tukey para evaluar diferencias entre las
medias. *P=0.02 respecto de diestro, #P=0.002 respecto de DES control. En el panel derecho
se muestra una imagen representativa de las bandas cuantificadas. N=9,10, 9.

El aumento local de los niveles de TGF-f31 activo inducido por ABT-898 podria estar
participando en la inhibicion de la proliferacion tumoral, y la disminucion del tamafio

hipofisario inducidos por el péptido.
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Efecto de ABT-510 a tiempos cortos sobre la activacion de TGF-[31 hipofisario

Previamente habia sido descripto que TSP1 es capaz de activar TGF-31 in vitro e in
vivo en diferentes tejidos. Sin embargo, los andlogos sintéticos de TSP1 utilizados en el
presente trabajo (ABT-510 y ABT-898) fueron disefiados en base a la secuencia de TSP1
capaz de unir a CD36 y provocar efectos anti-angiogénicos, y no a las secuencias de esta
glicoproteina conocidas como responsables de la activacion de TGF-31. A pesar de esto,
ademas del mencionado efecto angiogénico, nosotros observamos por primera vez en la
literatura que un tratamiento de 2 semanas con estos péptidos induce un aumento en los

niveles locales de TGF-31 activo.

Para corroborar y profundizar el efecto de los analogos de TSP1 sobre la activacidon
de la citoquina realizamos tratamientos in vivo a tiempos cortos (30 minutos, 2 hs y 24 hs),
con una Unica dosis de ABT-510 (100 mg/kg, i.p.) en ratas hembra controles en diestro y
evaluamos posteriormente el impacto sobre los niveles de TGF-B1 activo hipofisario

medidos por ELISA.

El tratamiento con ABT-510 incrementd significativamente los niveles de TGF-{31
activo en hipofisis normales luego de 30 min y 2 hs de aplicacion, mientras que a las 24 hs

esta respuesta desaparece (Figura 44A).

Evaluamos también el efecto de ABT-510 a tiempos cortos sobre los niveles de PRL
sérica. Observamos un efecto muy rdpido y drastico de inhibicion de la PRL basal luego de
30 minutos y 2 horas de tratamiento con ABT-510, concordante con el incremento en TGF-
[31 activo (Figura 44B). Nuevamente el efecto del analogo se perdié a las 24 horas, tiempo al
cual tampoco encontramos diferencias en los niveles de TGF-31 activo ni total (datos no

mostrados).

Estos resultados corroboran un efecto rapido de ABT-510 sobre los niveles de TGF-
B1 activo y PRL en hipdfisis normales. A continuacion analizamos si este mismo efecto a

tiempos cortos se observaba en hipoéfisis tumorales, en las cuales los niveles de la citoquina

se encuentran disminuidos. Para ello, inyectamos ABT-510 en ratas previamente tratadas,
por 4 semanas, con un pellet de 20 mg DES vy las sacrificamos luego de 2 hs de inyeccién del

péptido. Al igual que lo observado en las ratas control, ABT-510 incrementd a las 2 horas los
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niveles de TGF-B1 activo hipofisario y redujo significativamente los valores de PRL sérica en

las ratas DES (Figura 44Cy D).
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Figura 44. Efectos de ABT-510 sobre el contenido de TGF-B1 activo y PRL sérica a diferentes
tiempos. A) Niveles de TGF-1 activo determinados por ELISA, en hipdfisis de ratas control en
diestro, tratadas con una Unica inyeccion in vivo de ABT-510 (100 mg/kg, i.p.) a los tiempos
indicados. *P=0,04, #P=0,02 respecto del grupo control, N=10,4,8,6. B) Niveles de PRL sérica
determinados por RIA en los mismos grupos experimentales indicados en A. *P= 0,006,
#P=0,001, N=10,4,8,6. C) Efecto de una Unica inyeccion in vivo de ABT-510 (100 mg/kg, i.p.)
sobre los niveles de TGF-1 activo determinados por ELISA, en hipdfisis de ratas previamente
tratadas con DES durante 4 semanas. *P=0,036, N=5. D) Niveles de PRL sérica en el mismo
grupo experimental indicado en D. *P=0,02, N=5. Andlisis estadistico: A y B ANOVA de un
factor seguido de Test de Tukey; Cy D Prueba T de Student para muestras independientes.

La rapida activacién de TGF-f31 y la concomitante inhibicién de la PRL sérica causada

por ABT-510 nos llevaron a preguntarnos si estos péptidos podrian estar ejerciendo un
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efecto directo sobre los lactotropos, independientemente del efecto anti-angiogénico sobre

las células endoteliales que evidentemente requiere tiempos mas prolongados.

Esto mismo fue cuestionado por uno de los revisores del manuscrito que enviamos
para su publicacidon en la revista Endocrinology conteniendo estos resultados, quien nos

sugirio realizar experimentos en la linea celular GH3 para esclarecer este interrogante.

La linea GH3 deriva de un tumor hipofisario somatolactotropo de rata y secreta

hormona de crecimiento y prolactina (85).

Para determinar si los analogos de TSP1 tienen un efecto directo sobre la secrecion
de PRLYy la activacién de TGF-1 en esta linea celular, incubamos las células con un estimulo
de ABT-898 1uM y medimos ambos pardmetros luego de 5, 15 y 30 minutos post-estimulo
(Figura 45A y B). No observamos variaciones en los niveles de TGF-31 ni en la secrecién de
PRL luego del estimulo a ninguno de los tiempos evaluados. Tampoco se vio un efecto del

estimulo con ABT-898 sobre la proliferacion de las células GH3 (Figura 45C).

A pesar de no haber encontrado efectos sobre la linea GH3, no podemos descartar
gue los péptidos actien directamente sobre los lactotropos en las hipdfisis in situ. La
respuesta obtenida in vivo es muy diferente de la que puede observarse en un cultivo
celular, en especial cuando los estimulos utilizados modifican procesos que ocurren en la
matriz extracelular, como es el caso de la activacion de TGF-B1. En estos casos es de

fundamental importancia mantener la estructura tisular.

Para corroborar esta hipdtesis, decidimos utilizar otro abordaje experimental,
utilizando un modelo ex vivo, es decir, incubando hemi-hipdfisis en cultivo provenientes de
ratas controles en diestro, en presencia o ausencia de ABT-898 1UM durante 30 minutos. En
este modelo corroboramos el incremento de TGF-1 activo en las hemi-hipofisis tratadas
con ABT-898 respecto de las controles (Figura 46). Estos resultados, sugieren que la
integridad de la matriz extracelular y probablemente la interaccidén con otros tipos celulares
es fundamental y necesaria para la activacién de TGF-31 inducida por ABT-898, aunque no

determinan si el efecto de ABT es directo o indirecto sobre el lactotropo.
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Figura 45. Efecto de ABT-898 en la linea celular GH3. Se sembraron 500.000 células GH3 por
pocillo en placas de 12 pocillos y se estimularon con ABT-898 1M por los tiempos indicados
en las Figuras. A) Niveles de TGF-B1 activo cuantificados por ELISA en el lisado celular. B)
Niveles de PRL secretados al medio de cultivo por las células, determinados por RIA. C) Se
sembraron 20.000 células GH3 por pocillo en placas de 96 pocillos y se dejaron crecer durante
72 hs en presencia de los estimulos indicados. Los estimulos fueron renovados con medio de
cultivo fresco cada 24 hs. Se midid la actividad metabdlica de las células mediante el ensayo
colorimétrico MTS/PMS. Se utilizd EGF 10ng/ml como control positivo de proliferacion. *P=
0.007. Todos los ensayos fueron repetidos 3 veces con muestras por cuadruplicado. Analisis
estadistico: ANOVA de un factor.

Figura 46. Efecto de ABT-898 en hipodfisis
incubadas ex vivo. Las hemi-hipodfisis provenientes

TGF-1 activo
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Control ABT-898



Discusién del capitulo 3

DISCUSION DEL CAPITULO 3

En este ultimo capitulo exploramos el potencial terapéutico de los analogos
sintéticos de TSP1, ABT-510 y ABT-898, como tratamiento en prolactinomas experimentales

inducidos por estréogenos.

Demostramos que un tratamiento de tan solo dos semanas con estos péptidos fue
suficiente para contrarrestar el aumento en los niveles de prolactina sérica, en el peso
hipofisario, y en la tasa de proliferacion hipofisaria inducidos por la exposicién al estrégeno
sintético DES. El efecto inhibitorio de ABT-510 y ABT-898 sobre estos parametros de
crecimiento tumoral fue mediado, al menos en parte, por las propiedades anti-angiogénicas
de los farmacos. Esto se evidencid en la disminucién del nimero de vasos por area en los
prolactinomas inducidos por DES. Llamativamente, ademas del efecto anti-angiogénico
esperado para estas drogas, encontramos también que el tratamiento incrementé los

niveles locales de TGF-B1 activo.

Los dos péptidos sintéticos utilizados en nuestro estudio fueron desarrollados por
Laboratorios Abbott, en base a la secuencia activa GVITRIR, presente en la region TSR tipo 1.
Esta secuencia de TSP1 es la que le confiere a la molécula sus propiedades anti-
angiogénicas, debido a su capacidad de unirse al receptor CD36 y activar las vias de
sefializacion apoptoticas en las células endoteliales (184). Si bien se describié que el analogo
de segunda generacién, ABT-898, deberia ser mas potente que su antecesor ABT-510, no
observamos grandes diferencias entre ambos sobre la reduccidon de peso hipofisario o los
niveles séricos de PRL, sin embargo ABT-898 fue mas eficaz en reducir la expresién del

marcador de proliferacion celular PCNA en los prolactinomas.

En relacidn a las caracteristicas anti-angiogénicas de los péptidos, encontramos que
el tratamiento, tanto con ABT-510 como con ABT-898, fue capaz de contrarrestar el
aumento en la densidad microvascular inducido por DES. Este efecto probablemente se
deba a la accidén pro-apoptdtica descripta para estos péptidos sobre la microvasculatura

(196).
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La DMV intra-tumoral es un pardmetro comunmente utilizado para evaluar la
angiogénesis en diferentes tumores. En general una elevada DMV correlaciona con un mal
prondstico en tumores solidos, y con una alta concentracion y expresién de factores de
crecimiento pro-angiogénicos como FGF-2 y VEGF en varios tipos de cancer (197). Al
respecto, ha sido descripto un aumento significativo en la DMV en adenomas hipofisarios
invasivos en comparacion con prolactinomas no invasivos (169). En particular, estudios de
nuestro laboratorio y otros grupos, han demostrado una aumentada expresién de VEGF en
tumores hipofisarios respecto a hipoéfisis normales, (170;198), con niveles mas elevados aun
en los macroprolactinomas (31;106;199), y especialmente en los prolactinomas resistentes a

agonistas dopaminérgicos (26;31;200).

Uno de los efectos asociados a la disminucidn de la irrigacién sanguinea del tumor a
causa de las terapias anti angiogénicas, es la limitacion del suministro de oxigeno,
generando una situacidon de hipoxia en el tejido. No podemos descartar que el estrés
generado por la hipoxia pueda ocasionar apoptosis de las células secretoras, colaborando
asi con la reduccion del tamafio de la hipdfisis y de la secrecidon de PRL observados en el

tratamiento con ABT-510 y ABT-898.

Sin embargo, existen discrepancias en la literatura respecto a las consecuencias de
las terapias anti-angiogénicas sobre la hipoxia tumoral, ya que recientemente se demostrd
gue estos agentes pueden “normalizar” la estructura aberrante de los vasos tumorales,
mejorando la oxigenacion tisular y la funcion de los vasos sanguineos. Este efecto seria
importante para mejorar el suministro de drogas quimioterapéuticas en terapias
combinadas para el tratamiento del cancer (201). En relaciéon a esto, Campbell y col.
reportaron que el tratamiento con ABT-510 en un modelo de cdncer ovdrico avanzado, no
solo redujo la DMV sino que también incrementd el nimero de vasos maduros y disminuyd
la hipoxia tumoral, sugiriendo una normalizacion de la vasculatura tumoral (202). Teniendo
en cuenta estos antecedentes, otros factores deben estar involucrados en la reduccion

tumoral inducida por los andlogos de TSP1.

Aparte de los efectos anti-angiogénicos de ABT-510 y ABT-898 encontrados, sin duda

el resultado mas interesante y novedoso del tratamiento evaluado fue la recuperacidn de

los niveles de TGF-[31 activo en los tumores inducidos por DES. Teniendo en cuenta que esta
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citoquina es un potente inhibidor de la secrecion y proliferacion de los lactotropos (78;118),
el aumento de su actividad local se encuentra seguramente involucrado en la regresion de

los parametros tumorales inducidos por los analogos de TSP1.

El efecto estimulatorio de ABT-510 y ABT-898 se observd exclusivamente sobre los
niveles de la citoquina activa. No se evidenciaron alteraciones en el contenido total de TGF-
1, indicando la existencia de una regulacion especifica de estos péptidos sobre la
activacion de TGF-f31. Esto mismo lo verificamos con tratamientos in vivo a tiempos cortos,
donde demostramos que ABT-510 fue capaz de incrementar marcadamente los niveles de

TGF-f31 activo tanto en hipdfisis normales como en tumorales.

TSP1 ha sido descripto como un activador de TGF-[1 latente tanto in vivo como in
vitro, en diferentes tejidos. El mecanismo de activacidon propuesto involucra una interaccion
directa entre la secuencia especifica de aminodcidos (KRFK) ubicada entre las TSR tipo 1y

tipo 2 de TSP1 vy el pro-péptido LAP (64) (ver Figura 35).

Resulta llamativo que los péptidos ABT-510 y ABT-898 no contienen esta secuencia

capaz de activar de activar TGF-B1 (203). Por lo tanto el mecanismo por el cual estos

péptidos inducen la activacion de TGF-B1 en nuestro modelo es aun desconocido. El efecto
podria ser directo sobre el TGF-[31 latente anclado en matriz, sin embargo, no descartamos
la posibilidad de que la unién de los analogos de TSP-1 a su receptor CD36 favorezca la
interaccion del mismo con otros componentes de la matriz extracelular capaces de activar
TGF-B1. Apoyando esta teoria, ha sido descripto que la activacion de CD36 por ligando
permite a su dominio extracelular interactuar con otros receptores de membrana
incluyendo integrinas (196;204). Pero son necesarios nuevos estudios para dilucidar el

mecanismo de accidén de ABT-898 y ABT-510 sobre la activacion de la citoquina.

Este efecto novel de los andlogos de TSP1 sobre la activacion local de TGF-31 debe
ser tenido en cuenta, de aqui en mads, en los ensayos clinicos desarrollados con estos
péptidos. Si bien el incremento en la activacién de TGF-31 en este caso puede ser benéfico
debido a sus efectos inhibitorios sobre el lactotropo, una exacerbada activacién de la
citoquina puede ser perjudicial en otros tejidos debido a los potentes efectos pro-

inflamatorios y pro-fibréticos que se le atribuyen.
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Un hallazgo interesante al evaluar el efecto de ABT-510 in vivo a tiempos cortos, fue
que el incremento de TGF-B1 activo causado por el tratamiento, se vio asociado a una
drastica reduccion de los niveles de PRL sérica tanto en las hipdfisis normales como
tumorales. Nuevamente nos encontramos con una relacidn inversa entre los niveles de
TGF-f31 activo y de PRL sérica, como habiamos observado previamente en los ratones

Drd2**y Drd2”" (ver Figura 16, en el Capitulo 2).

Estos resultados sugieren una relacion directa de TGF-1 mediando la inhibicidn de
PRL. Los mecanismos involucrados en esta inhibicion son desconocidos, pero dado que el
efecto se ve a tiempos muy cortos (30 minutos) podemos suponer que la regulacidn no seria
sobre la sintesis de PRL, sino mds bien sobre su secrecion. Esto implica la accién de TGF-31 a
través de vias rdpidas, independientes de SMADs, para ejercer efectos no-gendmicos.
Algunas de las vias de sefalizacidon no-candnicas de TGF-(31 involucran la rapida fosforilacion
de TAK1 (por TGF-£3 Activated Kinase) seguida de la activacion de MEK1/2, AKT, IKKo/B, IkB,y
NFkB (205;206). Por otro lado, se demostré que TGF-[31 activa rapidamente la via de la MAPK
p38 en la linea celular hipofisaria GH4C1 (207). Hacen falta estudios mas detallados para
determinar los mecanismos utilizados por TGF-31 para inhibir la secrecion de PRL en los

lactotropos.

Mediante los experimentos en la linea celular GH3 intentamos esclarecer el
mecanismo de accion de los péptidos andlogos de TSP1. Sin embargo no encontramos en
estas células el mismo efecto observado in vivo sobre la activacidon de TGF-31, la secrecidn
de PRL o la proliferacién celular. Esta ausencia de accién puede deberse o bien a que las
células GH3 no expresen el receptor CD36 que mediaria los efectos de ABT-510 y ABT-898; o
bien a que la accion de los péptidos requiere la interaccién con otros tipos celulares y/o la
de una determinada estructura de matriz extracelular que no se evidencia en un cultivo
celular. Apoyando esta ultima hipdtesis, si observamos el efecto de ABT-898 sobre la
activacion de TGF-1 cuando incubamos hemi hipoéfisis en cultivo en el modelo ex vivo, en el
cual se mantiene intacta la estructura tisular. De todos modos no podemos descartar que
exista también un efecto directo de los péptidos sobre los lactotropos. Si bien no lo hemos
determinado aun, es posible que los lactotropos expresen el receptor CD36, ya que su

expresion se demostrod en diferentes tipos celulares no endoteliales, incluyendo macrofagos,
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células dendriticas, hepatocitos, adipocitos, miocitos y epitelios especializados como el de

mama, rifidn e intestino (ver revisién en (204)).

Resumiendo, en este capitulo de la presente tesis demostramos que un tratamiento
con los analogos sintéticos de TSP1, ABT-510 y ABT-898 disminuyd el tamafio de
prolactinomas inducidos por DES, reduciendo la angiogénesis tumoral, la proliferacion local,
los valores de PRL sérica y recuperando los niveles de TGF-31 activo. Postulamos que, los
efectos de los péptidos sobre la angiogénesis tumoral, y sobre la activacién de TGF-31
participan en la inhibicion de la funcién de los lactotropos, con la consecuente reduccién del

crecimiento de los prolactinomas inducidos por DES.

Nuestros resultados apoyan el posible uso de estas moléculas anti-angiogénicas en
tratamientos para la reduccién de prolactinomas, especialmente aquellos resistentes a

farmacos dopaminérgicos, para los cuales, hasta la fecha no existen terapias alternativas.
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Los prolactinomas son los tumores hipofisarios mas frecuentes en humanos, y en
general responden bien a la terapia farmacoldgica con agonistas dopaminérgicos del RD2.
Sin embargo, para los pacientes que exhiben resistencia a estos farmacos es necesario
encontrar terapias alternativas. Los prolactinomas resistentes tienden a ser de gran tamafio,
con altos indices mitéticos, invasivos y altamente angiogénicos. Estas condiciones llevan a la
necesidad de someter a los pacientes a una cirugia transeptoesfenoidal o intracraneal,
acompafiada muchas veces por radioterapia para evitar las frecuentes recidivas, con los

riesgos implicitos de estos procedimientos y los altos costos econdmicos de los mismos.

A lo largo de este trabajo nos dedicamos a caracterizar exhaustivamente al sistema
TGF-B1 hipofisario, el cual, debido a su accién inhibitoria sobre la proliferacion de los
lactotropos y sobre la secrecién de prolactina, representa un atractivo blanco para el
desarrollo de terapias alternativas para los prolactinomas resistentes a agonistas

dopaminérgicos.

Nuestro estudio, combinando la utilizacion de dos modelos experimentales de
prolactinomas, uno por ausencia de control dopaminérgico y otro por exceso de
estimulacion estrogénica, y, con el uso de herramientas farmacoldgicas, nos permitié
profundizar en el conocimiento de los mecanismos de regulacién de TGF-1 que se

encuentran alterados en los prolactinomas.

Los principales resultados aportados por este trabajo se resumen a continuacion:

En primer lugar determinamos que en la hipdfisis tnicamente entre un 3% y
un 8% del contenido total de TGF-31 almacenado en la matriz extracelular se
encuentra en estado activo. Esta observacion resalta la importancia de la regulacion

a nivel local de la actividad de esta potente citoquina.
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Determinamos que, ademas de los ya descriptos menores niveles de ARNm y
de citoquina total, el contenido de TGF-B1 activo hipofisario se encontré
disminuido en los dos modelos de prolactinomas estudiados. En concordancia

describimos por primera vez una regulacién diferencial sobre la activacién de la

citoquina por accion de la dopamina y el estradiol, los principales moduladores de la

funcién de los lactotropos.

Describimos que los niveles de TGF-1 activo hipofisario correlacionaron

negativamente con los niveles de prolactina sérica en todos los tratamientos

evaluados, de manera congruente con el efecto inhibitorio de la citoquina sobre la

secrecion de PRL.

Describimos por primera vez en la literatura la expresion de las isoformas de
las proteinas de unidn a TGF-[3 latente (LTBPs) en hipofisis normales y tumorales, asi
como su regulacién por dopamina y estrégenos. En particular hallamos una
inhibicion en la expresion de LTBP1 en los prolactinomas, que puede estar
contribuyendo a las alteraciones en la actividad de TGF-1 observada en estos

tumores.

En el modelo de ratones deficientes del receptor dopaminérgico D2
encontramos un dimorfismo sexual en el sistema TGF-B1 hipofisario: los machos
presentan en general mayores niveles de TGF-f31 activo, de las LTBPs y de varios de
los posibles activadores locales de TGF-[31. Estas caracteristicas podrian explicar en
parte las diferencias sexuales observadas en el desarrollo de los prolactinomas en

estos ratones. Proponemos que los elevados niveles de TGF-81, debido a su rol

inhibitorio, podrian estar impidiendo o retrasando la hiperplasia hipofisaria en los

machos respecto de las hembras de la misma edad.
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Entre los potenciales activadores de TGF-31 estudiados, identificamos a
trombospondina 1 y calicreina 1 como posibles candidatos a mediar la activacién de

TGF-P31 hipofisario luego de los tratamientos con estradiol y dopamina.

Por ultimo comprobamos que un tratamiento con los analogos de TSP1 (ABT-
510 y ABT-898) lograron reducir del tamafno de la hipodfisis y de los niveles de PRL
sérica inducidos por estrogenos en ratas. El efecto inhibitorio de los péptidos fue
mediado en parte por las propiedades anti-angiogénicas de estos péptidos; y en
parte por su capacidad de restaurar los niveles de TGF-31 activo en los tumores,

mecanismo que no habia sido reportado previamente.

Todos estos resultados, en conjunto, aportan nuevos conocimientos sobre la
funcidn del sistema TGF-1 y su regulacion en la tumorogénesis hipofisaria. Consideramos
que el aporte de este trabajo podra contribuir al desarrollo de tratamientos noveles para

los prolactinomas resistentes a las terapias convencionales.
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