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RESUMEN

El peso del higado corresponde aproximadamente al 5% del peso corporal. En el
ratdén, esta relacion se alcanza a la semana cuatro después del nacimiento y se
mantiene a lo largo de la vida adulta. La hormona prolactina (PRL) estimula el
crecimiento del higado adulto asi como su regeneracién posterior a una
hepatectomia parcial y se sabe que los niveles circulantes de la PRL estan elevados
en el recién nacido humano pero se desconoce su influencia sobre el crecimiento
hepatico postnatal. En este trabajo mostramos en el raton que el higado esta
expuesto a la PRL durante el periodo postnatal temprano. El higado del ratén
produce PRL y sobre-expresa su receptor durante las primeras dos semanas
después del nacimiento cuando los niveles circulantes de la hormona (producidos
por la hipdfisis anterior) son indetectables. A la semana cuatro post-nacimiento
coincide la deteccion sistémica de la PRL con la desaparicion de la sintesis de PRL
hepatica. Para investigar la influencia de la PRL sobre el higado en esta fase del
desarrollo, examinamos el peso hepatico relativo al peso corporal (pH/pC) en
ratones nulos (Prir -/-) y silvestres (Prir +/+) para el receptor de la PRL. Encontramos
que el pH/pC disminuye en los ratones Prir -/- durante las semanas 1, 4, 6 y 10 post-
nacimiento en asociacion con una baja expresion hepatica de marcadores de
proliferacion celular (ciclina D1) y angiogénesis (Pecam1). Sin embargo, a la
semana 2 post-nacimiento el pH/pC aumentd en ausencia del receptor de la PRL
en coincidencia con una mayor expresion hepatica del factor de crecimiento tipo
insulina 1 (IGF1) y una regulacién hepatica alta y baja del supresor de sefalizacion
de citocinas 2 (SOCS2) y SOCS3, respectivamente. Estos resultaros revelaron
acciones locales y sistémicas de la PRL capaces de estimular e inhibir el crecimiento
del higado durante el desarrollo postnatal temprano. Se propone que la PRL es
parte de los mecanismos que explican la falta de accién de la hormona de

crecimiento en roedores durante las primeras dos semanas de desarrollo postnatal.

14



ABSTRACT

The liver grows during the early postnatal period first at slower and then at faster
rates than the body to achieve the 5% adult liver-to-body weight ratio (LBW), a
constant reflecting liver health. The hormone prolactin (PRL) stimulates adult liver
growth and regeneration and its levels are high in the circulation of newborn infants,
but whether PRL plays a role on neonatal liver growth is unknown. Here, we show
that the liver produces PRL and upregulates the PRL receptor in mice during the first
2 weeks after birth, when liver growth lags behind body growth. At postnatal week 4,
the production of PRL by the liver ceases coinciding with the elevation of circulating
PRL and the faster liver growth that catches up with body growth. PRL receptor null
mice (Prir-/-) show a significant decrease in the LBW at 1, 4, 6, and 10 postnatal
weeks and reduced liver expression of proliferation (cyclin D1) and angiogenesis
(CD31) markers relative to Prir+/+ mice. However, the LBW increases in Prir-/- mice
at postnatal week 2 concurring with the enhanced liver expression of IGF-1 and the
liver upregulation and downregulation of suppressor of cytokine signaling 2 (SOCS2)
and SOCS3, respectively. These findings indicate that PRL acts locally and
systemically to restrict and stimulate postnatal liver growth, respectively. PRL inhibits
liver and body growth by attenuating growth hormone-induced IGF-1 liver expression
via SOCS2 and SOCS3-related mechanisms.

15



Introduccion

El higado es un o6rgano vital con funciones que incluyen la sintesis de proteinas
plasmaticas (albumina, lipoproteinas y factores de la coagulacion), la regulacion de
la glucemia, lipidos y aminoacidos, la sintesis de la bilis (necesaria para la
emulsificacidon y absorcion de las grasas), la produccion de hormonas, el
almacenamiento de vitaminas, minerales y glucdégeno y la detoxificacion de la
sangre. El higado crece durante el desarrollo posnatal temprano hasta alcanzar el
5% de peso relativo al peso corporal que se mantendra sin cambio a lo largo de la
vida adulta. Sin embargo, el higado adulto crece temporalmente en eventos que
demandan un incremento en sus funciones como son el embarazo y la lactancia.
Son varios los factores descritos que promueven el crecimiento del higado en el
modelo de regeneracion hepatica posterior a una hepatectomia parcial, pero es
poco lo que se sabe sobre los factores que participan en estimular el crecimiento
del higado intacto durante el desarrollo postnatal, el embarazo y la lactancia (Dai et
al., 2011; Michalopoulos & DeFrances, 1997; Moreno-Carranza et al., 2013;
Olazabal et al., 2009; Taub, 2004). Uno de estos factores es la hormona prolactina
(PRL). La PRL se produce principalmente por la adenohipdfisis, pero también por
algunos de sus 6rganos blanco (que incluyen a glandula mamaria, decidua uterina,
células inmunes, endotelio vascular) (Ben-Jonathan et al., 1996). La PRL activa
receptores membranales y diversas cascadas de sefializacién que regulan procesos
de proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular (Ben-Jonathan et al., 2008;
Freeman et al., 2000).Aunado a esto, se sabe que el receptor de PRL (RPRL) se

expresa en una gran variedad de 6rganos, siendo el higado en donde se detecta
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con mayor abundancia (Nagano & Kelly, 1994). La PRL estimula la proliferacién de
los hepatocitos y las células endoteliales sinusoidales del higado adulto, asi como
la regeneracion del tejido (Moreno-Carranza et al., 2013; Olazabal et al., 2009).
Ademas, los niveles de PRL circulante se incrementan en asociacion a eventos
caracterizados por el crecimiento hepatico, como son el embarazo, la lactancia y el
desarrollo postnatal (Ben-Jonathan et al., 2008; Buckley et al., 1991; Moreno-
Carranza et al., 2013). Es por ello que, en este trabajo se investigo la participacion
de la PRL como regulador fisiologico del crecimiento del higado que ocurre durante
el desarrollo postnatal temprano utilizando ratones nulos para el receptor de la PRL

como modelo experimental.
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Antecedentes

Higado: Generalidades

El higado es un 6rgano vital que desempefia multiples funciones en el organismo
entre las que se incluyen la regulacion del metabolismo, el almacén y redistribucion
de vitaminas, minerales, carbohidratos y lipidos, la eliminacion de sustancias
toxicas, la sintesis de proteinas plasmaticas y de la bilis (Grijalva & Vakili, 2013;
Olazabal et al., 2009; Rui, 2014; Si-Tayeb et al., 2010; Taub, 2004). La unidad
anatomica funcional del higado es el I6bulo hepatico, que consta de placas de
hepatocitos recubiertas por capilares sinusoidales que proyectan hacia una vena
central eferente (Si-Tayeb et al., 2010). Los I6bulos del higado tienen una estructura
hexagonal donde cada uno de sus lados se encuentra demarcado por la presencia
de una triada portal de vasos que se compone de ramificaciones de la vena porta,
la arteria hepatica y el conducto biliar (Si-Tayeb et al., 2010; Trefts et al., 2017)
(Figura 1). Tanto la arteria hepatica como la vena porta transportan sangre hacia el
I6bulo, la cual fluye a través de una red de capilares sinusoidales hasta su salida
via la vena central (Rui, 2014; Trefts et al., 2017). Las uniones estrechas entre los
hepatocitos forman canaliculos que recolectan las sales y los acidos biliares son
transportados hasta el ducto biliar localizado en la triada portal y de ahi a la vesicula
biliar para su almacenamiento y subsecuente liberacion al duodeno tras la ingesta

de alimentos (Si-Tayeb et al., 2010).
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Figura 1. Organizacion celular del higado. A) Representacién geométrica de un Iébulo hepatico.
En los vértices se encuentra la triada portal compuesta por ramificaciones de la arteria hepatica, la
vena porta y el ducto biliar. La sangre rica en oxigeno proveniente de la arteria hepatica se mezcla
con sangre rica en nutrientes proveniente del intestino. Posteriormente, esta sangre fluye a través
del I6bulo hacia los sinusoides vasculares que conducen a las ramificaciones de la vena central. B)
Representacion esquematica de un sinusoide hepatico donde la sangre fluye a través del sinusoide
dando paso al establecimiento de gradientes a lo largo de su estructura. Los gradientes se muestran
abajo del esquema del sinusoide y corresponden a los formados por moléculas esenciales (oxigeno)
y diversos procesos metabdlicos fundamentales para el adecuado funcionamiento del higado. Es
importante mencionar que estos gradientes estan sujetos a modificaciones dependiendo el estado

del organismo (i.e., estados de ayuno y alimentacion). Obtenida y modificada de Trefts et al., 2017.
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Arquitectura hepatica

El higado esta formado por distintos tipos celulares que incluyen a los hepatocitos,
las células epiteliales biliares (colangiocitos), las células estrelladas (o células de
Ito), las células de Kupffer (macréfagos residentes del higado), las células
endoteliales sinusoidales (SEC) y los linfocitos asociados al higado denominados
células Pit o glandulares (Si-Tayeb et al., 2010). Cada uno de estos tipos celulares
lleva a cabo acciones especificas que en su conjunto regulan la funcion hepatica
(Tabla 1) (Trefts et al., 2017). Los hepatocitos son responsables de la mayor parte
de las funciones del higado, corresponden al ~70-80% de su masa celular (Si-Tayeb
et al.,, 2010; Wang et al., 2017) y estan organizadas en placas (Si-Tayeb et al.,
2010). La superficie basolateral de los hepatocitos hace frente a las SEC que
gracias a sus fenestraciones facilitan la transferencia de secreciones enddcrinas de
los hepatocitos hacia el torrente sanguineo. Los hepatocitos tienen funciones
especificas que dependen de su localizacion dentro del l6bulo (Figura 1). Por
ejemplo, los hepatocitos ubicados en la zona periportal se encargan del
metabolismo energético y de la produccion de aminoacidos, oxidacion de lipidos y
gluconeogénesis. Por otro lado, la glucdlisis y lipogénesis son llevadas a cabo por

hepatocitos de la zona pericentral (Trefts et al., 2017).

En un organismo adulto sano, los hepatocitos se encuentran en estado quiescente
(fase GO del ciclo celular) y tienen una vida media de aproximadamente 200-300
dias, pero se distinguen porque proliferan rapidamente en respuesta a un dano
(Michalopoulos & DeFrances, 1997; Wang et al., 2017). Los colangiocitos son el
segundo tipo celular mas abundante en el tejido hepatico y tienen una funcién
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epitelial mas tradicional con respecto a los hepatocitos ya que son las células que
recubren el lumen de los conductos biliares (Si-Tayeb et al., 2010). Las células
estrelladas se localizan en el espacio perisinusoidal (espacio de Disse), entre la
superficie basolateral de los hepatocitos y la superficie luminal de las SEC. Poseen
un fenotipo de miofibroblasto y almacenan gotas lipidicas (Si-Tayeb et al., 2010). Su
importancia funcional esta basada en la evidencia de la linea celular derivada de
higado fetal de raton (Thy1*) que expresa marcadores caracteristicos de células
estrelladas como (a-actina de musculo liso (a-SMA), desmina y vimentina),
promueviendo la maduracidon de los progenitores hepaticos a través de
interacciones célula-célula (Friedman, 2008). Ante un dafio o lesion, las células
estrelladas se activan, se transdiferencian a miofribroblastos, proliferan y liberan la
vitamina A que es importante para el crecimiento, el mantenimiento de la respuesta
inmune y la vision. Las células estrelladas participan en la acumulacion de colagena
en un higado enfermo, proceso que determina la formacion de cicatrices en el tejido
hepatico y puede conducir al desarrollo de cirrosis (Friedman, 1999). El arreglo
complejo conformado por los hepatocitos, las células estrelladas y los capilares
endoteliales es determinante de la funcion exodcrina (secrecion de la bilis) y
endocrina (IGF-1) del higado (Figura 2). Las células de Kupffer son los macrofagos
residentes del higado, se encargan del reconocimiento y destruccion de patégenos
que ingresan al higado a través de la circulacion portal y pueden ejercer acciones
pro- y antiinflamatorias dependiendo del microambiente hepatico (Si-Tayeb et al.,
2010). Finalmente, las SEC son células endoteliales especializadas del higado con

caracteristicas unicas, sus fenestraciones abundantes forman poros en rangos de
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50-280 nm que son fundamentales para el intercambio de componentes del plasma

y las células del higado (Trefts et al., 2017).

Tabla 1. Principales tipos celulares hepaticos y sus funciones. Obtenida y
modificada de Tayeb et al., 2010.

Metabolismo energético en el higado

El higado es un érgano metabdlico clave para el metabolismo energético del cuerpo.
Actua como centro de distribucion energética a través de su conexion con tejidos
como el musculo esquelético y el tejido adiposo. Una vez que los alimentos son
digeridos en el tracto gastrointestinal, la glucosa, los aminoacidos y los acidos
grasos son transportados al higado a través de la vena porta, donde la glucosa es
transformada a glucégeno, acidos grasos y/o aminoacidos. En los hepatocitos, los

acidos grasos son esterificados para la formacion de triacilgliceridos (TAG). Los
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TAG puede almacenarse en gotas lipidicas en los hepatocitos o ser secretados a la
circulacién como lipoproteinas de baja densidad (Rui, 2014). Los aminoacidos son
metabolizados para proveer energia o utilizados como sustratos para sintetizar
proteinas, glucosa, y/o otras moléculas con actividad biologica. En el estado de
ayuno o durante el ejercicio, la glucosa y TAG son liberados por el higado a la
circulacién para proveer energia al ser metabolizados en el musculo, tejido adiposo
y otros tejidos extra-hepaticos (Rui, 2014). El tejido adiposo produce y libera acidos
grasos no esterificados y glicerol via la lipdlisis. ElI glucégeno se rompe en el
musculo y se liberan proteinas, lactato y alanina. Estos tres elementos son llevados
al higado vy utlizados como precursores para sintetizar glucosa via
gluconeogénesis. Los acidos grasos no esterificados se oxidan en las mitocondrias
hepaticas por medio de la [-oxidacion y se generan cuerpos cetonicos
(cetogeénesis). Los cuerpos cetdnicos generados en el higado proveen energia

disponible para diferentes tejidos extra-hepaticos (Rui, 2014).
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Figura 2. Relacion entre los compartimentos hepaticos. Se indica la presencia del sinusoide, los
hepatocitos, y la triada portal (arteria hepatica, vena porta y ducto biliar). Obtenida y modificada de
Tayeb et al., 2010.

Desarrollo pre-y postnatal del higado

Durante la gestacion, el feto depende de la funcion metabdlica hepatica de la madre
hasta que desarrolla la autosuficiencia. En el ser humano, el desarrollo del higado
comienza durante la cuarta semana de gestacion con la formacion de un brote que
se origina a partir del endodermo ventral del intestino y que se conoce como
diverticulo hepatico. A partir de la porcion craneal de este diverticulo se desarrollan
el higado y el arbol biliar intra-hepatico, mientras que la porcidon caudal da origen a
la vesicula biliar y al arbol biliar extra-hepatico (Grijalva & Vakili, 2013; Nakagaki et
al., 2018; Si-Tayeb et al., 2010). Las ceélulas primordiales de este brote son
conocidas como hepatoblastos y se han descrito como bipotenciales, lo que significa
que estas células pueden dar origen a hepatocitos o a células epiteliales biliares
(colangiocitos) (Grijalva & Vakili, 2013; Si-Tayeb et al., 2010; Wang et al., 2017;
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Zorn, 2008). Por su parte, en el roedor la formacion del higado comienza en el dia
8.5 de la gestacion y, al igual que en el ser humano, se origina a partir del
endodermo ventral del intestino (Grijalva & Vakili, 2013; Nakagaki et al., 2018). Para
el dia 9.5 de la gestacion, los hepatoblastos se despegan del epitelio e invaden el
mesénquima del septum transversum (STM) adyacente para formar el primordio
hepatico. EI STM aporta fibroblastos y células estrelladas al higado (Si-Tayeb et al.,
2010; Zorn, 2008). Entre los dias 10 y 15 de la gestacion, el primordio hepatico
experimenta un periodo de crecimiento acelerado al ser vascularizado y colonizado
por células hematopoyéticas. A partir del dia 15 de gestacion, los hepatoblastos
comienzan a diferenciarse en hepatocitos y colangiocitos. El crecimiento y
maduracion final del higado ocurre durante el periodo postnatal temprano (Figura

3) (Grijalva & Vakili, 2013; Septer et al., 2012; Zorn, 2008).

Al nacimiento, el higado continia siendo estructural y funcionalmente inmaduro
(Septer et al., 2012) y experimenta una serie de cambios en su capacidad funcional
durante el desarrollo postnatal temprano (Grijalva & Vakili, 2013; Morton & Brodsky,
2016; Nakagaki et al., 2018; Septer et al., 2012). Este proceso de maduracion se
lleva a cabo en los primeros 30 dias de vida del ratdn y en los primeros cinco afos
de vida en el humano, cuando el higado alcanza la expresion génica de un higado
adulto, y expresa enzimas relacionadas con procesos metabodlicos mayores (Septer
et al.,, 2012). La transicion de la vida intrauterina al exterior requiere cambios
rapidos, complejos y perfectamente orquestados para asegurar la supervivencia del
neonato (Morton & Brodsky, 2016). En los primeros dias de vida postnatal, el higado

de la rata crece a una tasa menor que el resto de los 6rganos del cuerpo. Esta fase
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de retraso en el crecimiento se prolonga por aproximadamente 10 dias y se nivela
hasta los dias 20 a 30 del desarrollo postnatal (Oliver et al., 1962). Asi, el cociente
entre el peso del higado y el peso corporal menor de las dos primeras semanas de
vida se incrementa, a expensas de un aumento masivo en la proliferacion celular
del higado (Septer et al., 2012), de manera que a las cuatro semanas post-
nacimiento alcanza la constante de 5% que se mantendra a lo largo de la vida
adulta. Esta constante se modifica temporalmente a expensas del crecimiento

hepatico asociado a eventos reproductivos de las hembras.

Fig. 3. Linea temporal del desarrollo del higado en el ratén. El esquema muestra embriones de
raton en diferentes etapas del desarrollo sefialando el endodermo (amarillo), el higado (rojo) y la
vesicula biliar (verde). La capa del endodermo se forma durante la gastrulacion (dias 6.5-7.5 de
gestacion). A lo largo de la gastrulacion y del desarrollo temprano de somitas (dias 7.5-8.5
gestacion), el endodermo se muestra a lo largo del eje anterior-posterior en los dominios progenitores
del intestino anterior (ia), intestino medio (im) y del intestino posterior (ip). A lo largo del desarrollo
embrionario, el endodermo forma un tubo intestinal y el higado se mueve hacia el intestino medio. El
diverticulo hepatico (dh) formado para el dia 9 de gestaciéon se expande hasta convertirse en el
primordio hepatico (pr) para el dia 10 de gestacion. El higado contintia su crecimiento y para el dia
15 de la gestacion se inicia la diferenciacion de hepatoblastos que daran origen tanto a hepatocitos
como a colangiocitos. La maduracion del higado finaliza durante el periodo postnatal temprano.
Obtenida y modificada de Zorn et al., 2008.
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Crecimiento del higado durante el embarazo y la lactancia

La demanda metabdlica impuesta por el embarazo requiere de adaptaciones
fisiologicas en la funcién de algunos de los érganos maternos como el pancreas, el
cerebro, el sistema cardiovascular y el higado (Bustamante et al., 2010; Dai et al.,
2011). Se ha mostrado que el higado de la madre responde al embarazo
incrementando significativamente su tamafo y que este crecimiento es debido a la
induccion de la proliferacion de los hepatocitos y a cambios en la expresion génica
de enzimas, receptores nucleares y factores de transcripcion (Bustamante et al.,
2010). Por ejemplo, la fosforilacion/activacion de STAT3 aumenta en el embarazo
y contribuye a la proliferacion de los hepatocitos (Dai et al., 2011). El crecimiento
del higado durante el embarazo ocurre en momentos especificos. Dai y
colaboradores reportaron que en ratonas de la cepa CD-1 tiene lugar un incremento
significativo en el peso del higado (pH) debido al aumento de la proliferacion de los
hepatocitos en los dias 8, 13 y 15 de la gestacidn que se sostiene hasta el final del
embarazo y que se traduce en un aumento en el pH/peso corporal (pC) de la madre

(Dai et al., 2011).

Durante la lactancia el higado crece, por sobre su tamafio alcanzado durante el
embarazo, en respuesta al incremento en la demanda metabdlica impuesta por la
produccion de la leche (Kennedy et al., 1958) y existen reportes que muestran que
dicho crecimiento hepatico se debe a un aumento en el tamafno de los hepatocitos
mas que en el numero de los mismos (Hollister et al., 1986). La hipertrofia de los
hepatocitos se revierte al término de la lactancia con la consecuente reduccion de
la masa hepatica (Hollister et al., 1986).
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Regeneracién hepatica

La regeneracidn hepatica es un proceso que se desencadena por una pérdida
aguda de tejido hepatico que concluye en la recuperacion de la masa original. En
los roedores, la restauracion total de la masa hepatica debida a eliminacion
quirurgica de dos terceras partes del higado (hepatectomia parcial, HPx) se
recupera aproximadamente en una semana (Michalopoulos & DeFrances, 1997;
Michalopoulos & Khan, 2015). La capacidad regenerativa del higado se demostro
en el trabajo pionero de Higgins & Anderson en 1931 quienes realizaron la HPx en
roedores por primera vez (Higgins & Anderson, 1931). Se ha debatido sobre el uso
correcto del término “regeneracién” ya que a diferencia del proceso regenerativo
que ocurre en los anfibios, en el modelo de la HPx los Iébulos removidos no vuelven
a crecer, sino que el tejido se restablece a través de una respuesta hiperplasica
generalizada donde se replican todas las células maduras funcionales del higado

remanente (Si-Tayeb et al., 2010).

La division celular de los hepatocitos ocurre de manera esporadica en el higado
adulto, ya que estas células permanecen quiescentes (Wang et al., 2017). Sin
embargo, posterior a la remocidn masiva de la masa hepatica, aproximadamente el
95% de los hepatocitos ingresan rapidamente al ciclo celular. En la rata, la tasa de
sintesis de DNA en los hepatocitos se incrementa a las 12 h post-hepatectomia
parcial y presenta un pico a las 24 h. Sin embargo, la sintesis de DNA ocurre mas
tardiamente en las células no parenquimales (~48 h para células de Kupffer,
colangiocitos y células estrelladas y ~96 h para células endoteliales) (Figura 4),
(Michalopoulos & DeFrances, 1997; Taub, 2004). El proceso regenerativo se inicia
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con una serie de cambios hemodinamicos en los cuales se triplica el flujo sanguineo
portal que recibe el higado por unidad de tejido. Esto desencadena una serie de
eventos tempranos donde se promueve la induccion génica masiva (~100 genes)
que incluye la expresion de factores de transcripcion (c-Jun- c-Fos, c-Myc, NF-«B,
STAT3 y C/EBP) que median la transicion a la fase G1 del ciclo celular por accién
de factores de crecimiento y citocinas (Fausto et al., 1995; Olazabal et al., 2009). Si
bien, la proliferacién de los hepatocitos es maxima 24 h posteriores a la HPXx, el
incremento significativo en la masa hepatica no se manifiesta sino hasta varios dias
después (Dai et al., 2011). Los principales promotores de la regeneracion hepatica
incluyen al factor de crecimiento hepatico (HGF), la interleucina 6, el factor de
necrosis tumoral a (TNF-a), y el factor de crecimiento derivado de fibroblastos 1y 2
(FGF-1y 2). Estos factores actuan directamente sobre los distintos tipos celulares
del higado estimulando su proliferacion y promoviendo la expresion del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) responsable de la angiogénesis

necesaria para sostener la expansion del tejido hepatico (Friedman, 2008).

Se ha propuesto que el factor de crecimiento transformante beta (TGF-3), que es
un inhibidor de la proliferacién de los hepatocitos, participa en la terminacién del
proceso regenerativo (Michalopoulos & Khan, 2015). Estudios con resecciones
hepaticas en mamiferos superiores como perros o primates, establecieron que la
respuesta regenerativa es proporcional a la cantidad de tejido hepatico removida y
que incluso resecciones de <10% son acompanadas del proceso regenerativo para
restaurar la masa hepatica a su tamano original. Ademas, se observd que cuando

se trasplanté higado en perros donde el receptor posee un tamafio corporal menor
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al donante, el 6rgano se adapté al nuevo organismo receptor (Michalopoulos &
DeFrances, 1997). Cabe sefalar que la capacidad regenerativa hepatica tiende a

disminuir a medida que transcurre la edad de los animales (Wang et al., 2017).

Fig. 4. Cinética de proliferacion celular post-hepatectomia parcial (HPx). Las células que
conforman el higado presentan diferencias en los tiempos de su proliferacion posterior a la HPx. La
sintesis de DNA por parte de los hepatocitos presenta un pico a las 24 horas post-HPx, mientras que
los otros tipos celulares lo hacen después. Se ha propuesto que la replicacion de los hepatocitos
produce factores de crecimiento que fungen como mitégenos para los otros tipos celulares. Esto
sugiere que los hepatocitos actuan a través de un mecanismo paracrino para estimular la
proliferacion de dichas células y completar el proceso regenerativo post HPx. Obtenida y modificada

de Michalopoulos et al., 1997.

Prolactina

La prolactina (PRL) es una hormona protéica de 23 kDa formada por 199
aminoacidos (Ben-Jonathan et al., 2008). La PRL fue originalmente identificada por

su habilidad para estimular el desarrollo mamario y la produccion de leche en los
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mamiferos (Bole-Feysot et al., 1998). Si bien, la principal isoforma molecular de la
PRL es la de 23 kDa, se han descrito variantes moleculares en diferentes
mamiferos, incluyendo los humanos, que resultan del corte y empalme del transcrito
primario y de modificaciones post-traduccionales como el procesamiento
proteolitico de la cadena de aminoacidos (Freeman et al., 2000). La PRL es
sintetizada y secretada por los lactotropos, células especializadas de la hipofisis
anterior y por diversos oOrganos extra-hipofisiarios que incluyen: al cerebro, la
decidua uterina, la glandula lagrimal, el timo, el bazo y la glandula mamaria entre
otras (Ben-Jonathan et al., 1996). La PRL esta presente en el suero y otros fluidos
corporales tales como el liquido amnidtico, la leche, las lagrimas, etc.
Consistentemente, las ratas hipofisectomizadas mantienen aproximadamente un
~20% de la PRL en la circulacién que, con el paso del tiempo, llega incluso hasta
~50% (Bole-Feysot et al., 1998). Las principales funciones que se han descrito para
la PRL estan asociadas con la reproduccion, el crecimiento, el metabolismo, la
osmo-regulacion, la regulacion de la respuesta inmune, las funciones cerebrales, el
comportamiento (Ben-Jonathan et al., 2008; Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et
al., 2000) y la angiogénesis (Clapp et al., 2009). Los estimulos fisiolégicos mas
importantes que promueven la secrecion hipofisiaria de PRL son: la succion de las
crias durante la lactancia, el estrés y el incremento de esteroides ovaricos,
principalmente estrogenos (Freeman et al., 2000). Los reguladores de la secrecion
de PRL pueden clasificarse en cuatro categorias: endocrinos, paracrinos,
yuxtacrinos y autocrinos (Ben-Jonathan et al., 2008). Estos estimulos actuan al
interferir con la inhibicibn de la secrecion de PRL que ejerce la dopamina

hipotalamica a través de sus receptores D2 presentes en la membrana de los
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lactotropos (Ben-Jonathan et al., 2008; Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al.,
2000). De hecho, se conoce que la PRL ejerce una retroalimentacion negativa de
su propia secrecion al estimular la secrecion hipotalamica de la dopamina (Ben-

Jonathan et al., 2008).

Receptor de PRL

El receptor de la PRL (RPRL) es una proteina con un solo dominio intramembranal
que carece de actividad enzimatica propia y forma parte de la superfamilia de
receptores a citocinas tipo 1 de la que también es parte el receptor de la hormona
de crecimiento (Ben-Jonathan et al., 2008; Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al.,
2000). El RPRL se expresa ubicuamente en una gran diversidad de tejidos (Ben-
Jonathan et al., 2008). Existen tres isoformas del RPRL que resultan del corte y
empalme del transcrito primario que difieren en la longitud de su dominio
citoplasmico y se clasifican como corta, intermedia y larga (Freeman et al., 2000).
En la rata, 291, 393 y 591 aminoacidos definen las isoformas corta, intermedia y
larga, respectivamente. En el raton se han identificado una isoforma larga y tres
cortas, las isoformas cortas difieren en pocos aminoacidos localizados en la region
C-terminal de su extremo citoplasmico, (Bole-Feysot et al., 1998) (Figura 5). La
activacion del RPRL activa distintas vias de sefializacion que incluyen: la tirosina
cinasa “Janus” (JAK)/transductor de sefales y activador de la transcripcidon (STAT),
MAPK (proteina cinasa activada por mitégeno) y PI3K (fosfatidilinositol 3 cinasa).
La activacion de estas cascadas deriva en procesos de proliferacidén, supervivencia

y diferenciacion (Ben-Jonathan et al., 2008; Freeman et al., 2000).
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El gen que codifica para el RPRL se encuentra en el cromosoma 5 en el humano y
en el cromosoma 2 en la rata, y el tejido en el cual se expresa en mayor abundancia
es el higado (Nagano & Kelly, 1994). Tiene 100 kb de longitud, 11 exones y 3
regiones promotoras: Pl (especifico de las gonadas), Pll (especifico del higado) y
Plll (ubicuo). A pesar de la alta expresion hepatica del RPRL, es poco lo que se
sabe de la region Pll excepto que es activada por factor nuclear de hepatocitos 4

(HNF4) (Ben-Jonathan et al., 2008).

Fig. 5. Representacion esquematica de las isoformas del receptor de la PRL (RPRL) en el
humano, la rata y el ratén. La estructura del RPRL consta de un dominio extracelular y un dominio
transmembranal que son similares entre especies, asi como un dominio citoplasmico que difiere en
la composicion de aminoacidos y en longitud. Las isoformas del RPRL se generan por corte y
empalme del transcrito primario y guardan ciertas similitudes estructurales en comun entre especie
como la presencia de un puente disulfuro, un dominio WS (triptéfano, serina), asi como los motivos
denominados Box1 y Box2 (ausente en las isoformas cortas). Se representa también una isoforma
expresada Unicamente en humanos que esta formada solamente por el dominio extracelular y que

funciona como una proteina de union a la PRL. Obtenida y modificada de Ben-Jonathan et al., 2008.
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PRL e higado

El higado es el tejido con el mayor contenido de receptores a PRL (Nagano & Kelly,
1994) y la PRL es capaz de inducir la expresién de la isoforma larga de su receptor,
que es la responsable de mediar sus acciones (Olazabal et al., 2009). La PRL puede
participar en la promocion del crecimiento fisiologico del higado. La HPx eleva los
niveles de PRL sérica a partir de los primeros 5 min y durante los 15 min posteriores
ala cirugia y, se ha propuesto a la PRL como un mediador temprano de la respuesta
regenerativa del higado posterior a la HPx (Buckley et al., 1991). Ademas, el
embarazo y la lactancia son condiciones de hiperprolactinemia que se asocian con
el crecimiento fisiolégico del higado (Moreno-Carranza et al., 2013). Se ha
observado que la expresion del RPRL tiene una regulacion tejido-especifica durante
el embarazo y la lactancia, cuando la expresidén hepatica del RPRL se incrementa
considerablemente (Moldrup et al., 1993). Mas aun, se conoce que la PRL es un
agente mitogénico y promotor de tumores en el higado de la rata adulta (Buckley et
al., 1985). La PRL estimula la hepatomegalia (Buckley et al., 1991) y la sintesis de
DNA al estimular la expresion de factores de transcripcion como (c-fos, c-jun, c-src

y c-myc) en hepatocitos en cultivo (Berlanga et al., 1995).

En roedores, el crecimiento del higado relativo al resto del cuerpo disminuye durante
las primeras dos semanas de vida postnatal concomitante con la ausencia de PRL
en la circulacion (Oliver et al., 1980) debido a la reducida produccion de esta
hormona por la hipdfisis anterior (Hoeffler et al., 1985). En las semanas
subsecuentes, se acelera el crecimiento proporcional del higado en asociacion con
la deteccion de la PRL circulante, a consecuencia de mayor actividad de la hipofisis
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para secretar a la PRL (Oliver et al., 1980; Shah et al., 1988). Dado el efecto
mitogénico de la PRL sobre el higado, la correlacion entre los valores bajos y altos
de PRL con la disminucion y aumento en el pH/pC, respectivamente, sugiere que
esta hormona participa en la regulacion del crecimiento del higado durante el

desarrollo postnatal.
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Justificacion

El higado es un érgano blanco de las acciones mitogénicas de la PRL. La PRL
estimula el crecimiento del higado en animales adultos sanos (Moreno-Carranza et
al., 2013) y acelera su respuesta regenerativa posterior a la HPx (Buckley et al.,
1991; Olazabal et al., 2009). El higado aumenta de tamafio en las hembras durante
el embarazo y la lactancia (Dai et al., 2011), etapas caracterizadas por
hiperprolactinemia (Ben-Jonathan et al., 2008; Oliver et al., 1980; Shah et al., 1988).
Finalmente, durante el desarrollo postnatal temprano hay cambios en el crecimiento
hepatico que podrian estar relacionados con los altos valores circulantes de la
hormona que se presentan en humanos recién nacidos (Guyda & Friesen, 1973) y
en roedores, alrededor de la cuarta semana del desarrollo postnatal (Oliver et al.,
1980; Shah et al., 1988). Sin embargo, aun se desconoce si la PRL es capaz de
regular el crecimiento fisiologico del higado. En este estudio, investigamos esta
posibilidad utilizando como modelo el crecimiento postnatal temprano del higado en

el raton nulo para el receptor de la PRL.
Hipotesis

La PRL es un regulador fisiolégico del crecimiento del higado durante el desarrollo

postnatal temprano del raton.
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Objetivos

1.

2.

Evaluar los valores circulantes de PRL y la expresion hepatica de su receptor
durante el desarrollo postnatal.

Analizar el crecimiento postnatal del higado en ratones nulos y silvestres para
el receptor de la PRL.

Evaluar la proliferacién de los hepatocitos y la angiogénesis del higado
durante el desarrollo postnatal en ratones nulos y silvestres para el receptor

de la PRL.
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Materiales y Métodos

Analisis del crecimiento hepatico postnatal.

Ratonas nuliparas gestantes de la cepa C57BL/6 heterocigotas para una mutacion
de pérdida de funcion en el receptor de PRL (Prir +/-) y silvestres se evaluaron
diariamente a partir del dia 15 de embarazo para identificar el dia del parto (dia 0
del nacimiento). Los animales contaron con acceso a agua y alimento ad libitum y
se mantuvieron bajo condiciones de 12 h de luz /12 h de oscuridad. Los
procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Bioética del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM. Las crias se sacrificaron a distintos tiempos
después del nacimiento (1, 2, 4, 6, 8 y 10 semanas). Se determind su peso corporal,
el peso del higado, su genotipificacion y se obtuvo el suero. El peso del higado
corregido por el peso corporal (PH/PC) se calcul6 tomando el peso del 6rgano y

dividiéndolo por el peso corporal al momento del sacrificio.

Retrotranscripcién y reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(RT-PCR).

El RNA se aislo por extraccion fendlica (Chomczynski & Sacchi, 1987) y se
retrotranscribié a cDNA con el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA). Los productos de PCR se detectaron y se
cuantificaron con el kit Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA) en una reaccidn final de 10 ul conteniendo templado y 0.5
uM de cada par de oligonucledétidos para diferentes genes. La amplificacion se hizo
en un termociclador (CFX96 real time PCR detection system; Bio-Rad, Richmond,
CA) con el siguiente protocolo: 1 ciclo de 10 min de desnaturalizacion a 95°C y 35
ciclos de amplificacion (10 seg a 95°C, 30 seg a la temperatura especifica para cada
par de oligonucledtidos y 30 seg a 72°C). La expresion relativa del mRNA se calculd
con el método 22T normalizada a los genes constitutivos, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Gapdh) y ciclofiina A (CypA). Los oligos utilizados para la
amplificacion del mMRNA de diferentes genes se presentan en la Tabla 2.
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Tabla 2. Oligonucledtidos. Secuencias utilizadas para la cuantificaciéon de la

expresion de diversos genes.

Gene Secuencia 5’-3’ (Fw) Secuencia 5°-3’ (Rv)

Prir 5-ACACGCGCAGATCTCCTTACCA-3’ 5-CCCCTTGCACAGCCACTT-3’

Prl 5-AACCTGATCCTCAGTTTGGTG-3 5-CCTCAATCTCTTTGGCTCTTG
Ccnd1 5ACTGGTCCCCTGAGGTCTGAGT-3' 5-ACATGATCCTCCAAACCTCTTCTC-3'
Vegf 5-CGCGAGTCTGTGTTTTTGCA-3 5-CAGAGCGGAAAGCATTTGT-3’

Pecam1 5-AGCAGGACAGGTCCAACAAC-3 5-CAAGCAAAGCAGTGAAGCTG-3

Ghr 5'-CCAACTCGCCTCTACACC-3’ 5-GGGAAAGGACTACACCACCTG-3
Igf-1 5-CTGAGCTGGTGGATGCTCTT-3’ 5-CACTCATCCACAATGCCTGT-3
Socs3 5-CCCGCGGGCACCTTTCTTAT-3’ 5-CACTGGATGCGTAGGTTCTTGGTC-3
Socs2 5-TGTGAGTCCCAACCTAGTGC-3 5-GTAGAAGGGAGGCAGCTGTT-3
CypA 5-GGCGGCAGGTCCATCTACG-3’ 5-CTTGCCATCCAGCCATTCAGTC-3’
Gadph 5-AACGACCCCTTCATTGAC-3’ 5-TCCACGACATACTCAGCAC-3

Ensayo inmunoenzimatico (ELISA).

La concentracion de PRL en el suero de los animales se determind segun el método
descrito por (Guillou et al., 2015). Brevemente, el suero se incubo con el anticuerpo
policlonal de captura (anti-PRL de rata AFP65191/Guinea Pig, Institutos Nacionales
de Salud, EUA) a una dilucién 1:1000 y su union al antigeno (PRL) se revel6 con un
segundo anticuerpo acoplado a peroxidasa y o-feniledeniamina, que actua como
sustrato de la peroxidasa y permite detectar el complejo antigeno/anticuerpo

mediante una reaccion colorimétrica. El limite de deteccion fue 0.2 ng/ml.
Estadistica.

El analisis se hizo por ANOVA de 1 via seguida de la prueba post-hoc de Tukey y
el programa Sigma Stat 7.0 considerandose una diferencia estadisticamente

significativa para valores de p< 0.05 (Systat Software, San Jose, CA).
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Resultados

Crecimiento hepatico y corporal durante el desarrollo postnatal.

Tanto el peso del higado como el peso corporal se incrementaron gradualmente
después del nacimiento y se estabilizaron hasta la semana 8 postnatal (Figura 6,
A). De acuerdo a lo reportado previamente (Septer et al., 2012), el peso del higado
aumentoé mas lento gue el peso del cuerpo durante las primeras dos semanas de
vida postnatal y esta relacion se invirtié a favor de un mayor aumento del peso
corporal a las 4 semanas post-nacimiento (Figura 6, A y B). Estas diferencias se
ilustran mediante las variaciones en la proporcion pH/pC (Figura 6, C). Asi, en el
ratén silvestre la proporcion pH/pC disminuyé a través de las primeras dos semanas
de vida postnatal y se elevo a la cuarta semana hasta valores que se mantienen en

la vida adulta (Figura 6, C)

FIGURA 6. Crecimiento hepatico y corporal durante el desarrollo postnatal del ratéon. Peso del
higado (A), peso corporal (B) y cociente del peso del higado corregido por el peso corporal (pH/pC)
(C) al nacimiento (Semana 0) y las semanas postnatales 1 a la 10. Los valores corresponden a los
promedios + SEM. El nimero de animales (n) se indica en las graficas para cada tiempo. Se muestra

el valor de p solo cuando las diferencias son estadisticamente significativas.
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Valores circulantes de PRL y de su receptor en el higado durante el

desarrollo postnatal.

Se sabe que el higado adulto expresa el receptor de PRL (Nagano & Kelly, 1994) y
que la PRL estimula el crecimiento del higado adulto y su regeneracion posterior a
una HPx (Buckley et al., 1985; Moreno-Carranza et al., 2013; Olazabal et al., 2009).
Para dilucidar la posible influencia de la PRL sobre el crecimiento del higado durante
el desarrollo postnatal, determinamos mediante ELISA los valores séricos de PRL
en ratones durante las primeras 10 semanas después del nacimiento.
Corroboramos la ausencia y presencia de PRL en el suero durante las dos primeras
semanas Yy la cuarta semana de vida postnatal, respectivamente (Shah et al., 1988)
(Figura 7A). Por lo tanto, valores no detectables y altos de PRL circulante se asocian
con la disminucion y elevacion del pH/pC que tienen lugar, respectivamente, antes
y después de las 2 semanas de vida postnatal.

La isoforma larga del RPRL (RPRLL) es la isoforma responsable de mediar la
mayoria de los efectos hormonales (Ben-Jonathan et al., 2008). Por lo tanto,
evaluamos la expresion del RPRLL en el higado durante el desarrollo postnatal
temprano del raton. El analisis por qRT-PCR mostré que, en el higado, el RNA
mensajero del RPRL. es apenas detectable al nacimiento, aumenta y alcanza un
pico de expresion a la segunda semana y disminuye a la cuarta semana a un valor
comparable a la vida adulta (Figura 7B). El que la expresion del RPRL en el higado
sea maxima a las dos semanas de vida postnatal, cuando no se detecta a la PRL
en la circulacién, nos llevo a investigar cual pudiera ser el origen de la PRL que

activa su receptor hepatico en este tiempo. Conociendo que la PRL también se
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produce en tejidos extrahipofisiarios {Ben-Jonathan-etal 19963, nos planteamos la
posibilidad de que el higado-pudiera-estar produciendo PRL durante las primeras

dos semanas de vida postnatal. El analisis por gqRT-PCR mostré que la expresion
del mRNA de la PRL en el higado es casi indetectable al nacimiento y se eleva 20-
y 10-veces durante la primera y segunda semanas de vida postnatal,
respectivamente (Figura 7C). En apoyo a que el mRNA de la PRL se traduce a
proteina, encontramos la presencia de PRL en el higado en un patrén similar al de
su transcrito, en tanto que la proteina esta elevada en la primera semana y
disminuida a la semana 2 después del nacimiento (Figura 7D). Sin embargo, a la
cuarta semana del desarrollo postnatal, cuando los valores de expresion del mMRNA
de PRL en el higado son minimos, tiene lugar una concentracion de PRL hepatica
comparable a la presente en la segunda semana del desarrollo postnatal. Dado que
la PRL esta presente en la circulacion a la cuarta semana de vida postnatal, es
posible que la PRL detectada en higado provenga de la PRL circulante. A este
respecto, se conoce que la PRL circulante se incorpora y concentra en sus 6rganos
blanco, como el cerebro (Brown et al., 2016) y la glandula mamaria (Seddiki et al.,
2002). Estos hallazgos muestran que el higado esta bajo la influencia de la PRL a

lo largo del desarrollo postnatal.
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Figura 7. El higado esta bajo la influencia de la PRL a lo largo del desarrollo postnatal. Niveles
séricos de PRL (A), expresion hepatica del RNA mensajero (RNAm) del receptor de la PRL (B) y
expresion del RNA mensajero de PRL (C) y de la PRL (D) en el higado de ratones silvestres
sacrificados al nacimiento (semana 0) y de las semanas postnatales 1 a la 10. La PRL en suero e
higado se evalué mediante ELISA y la expresion del RNA mensajero se determinaron por qRT-PCR
utilizando Gapdh y CypA como genes constitutivos y los valores se expresan como unidades
arbitrarias (UA). Los valores corresponden a los promedios + SEM. El numero de animales (n) se
indica en las graficas para cada tiempo. Se muestra el valor de p so6lo cuando las diferencias son

estadisticamente significativas.
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La falta del receptor de la PRL modifica el crecimiento postnatal del

higado.

Para determinar si la PRL puede tener un efecto sobre el crecimiento del higado
durante el desarrollo postnatal, evaluamos el pH, el pC y la relacién pH/pC en
ratones nulos para el receptor de PRL (Prilr -/-) y los comparamos con los valores
respectivos de ratones silvestres (Prir +/+). No encontramos diferencias al momento
del nacimiento, lo que implica que la PRL no afecta el crecimiento del higado y del
cuerpo durante el desarrollo prenatal (Figura 8 A-C). Sin embargo, en los ratones
Prir -/- el peso del higado fue menor, el peso corporal no cambio y, por ende, el
pH/pC fue menor en los ratones Prir -/- a las semanas 1, 4, 6 y 10 del desarrollo
postnatal. En contraposicion, el pH, el pC y el pH/pC de los ratones Prir -/- fueron
mayores en la segunda semana del desarrollo postnatal (Figura 8 A, C). Estos
resultados muestran que la PRL puede tanto estimular como inhibir el crecimiento
del higado. Desde hace mas de 30 anos se ha reportado que la PRL es un mitégeno
para el higado, al observarse que el tratamiento con PRL incrementa la sintesis
hepatica de DNA y el pH/pC (Buckley et al., 1985). Desde entonces, varios reportes
han confirmado estos hallazgos (Ben-Jonathan et al., 1996; Buckley et al., 1991;
Moreno-Carranza et al., 2013; Olazabal et al., 2000; Olazabal et al., 2009; Zabala &
Garcia-Ruiz, 1989), pero el papel de la PRL durante el crecimiento fisiolégico del
higado permanece poco claro y no se han reportado acciones negativas de esta
hormona sobre el crecimiento del higado.

La reduccion del peso del higado en ausencia del receptor de la PRL se asoci6 con

una menor proliferacion celular y angiogénesis hepaticas, como lo sugieren las
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variaciones en la expresion de genes que codifican para ciclina D1 (Ccnd1),
determinante de la progresion del ciclo celular, y para PECAM (Pecam1), o molécula
de adhesidon de plaquetas a endotelio, que se utiliza como marcador especifico de
células endoteliales (Figura 8 D, E). La expresion de ambos genes esta regulada a
la baja en las semanas 1y 4 del desarrollo postnatal, pero permanece sin cambio
en la semana 2 del desarrollo postnatal. Con este resultado se apoya la observacion
de que la PRL estimula el crecimiento del higado durante la mayor parte del
desarrollo postnatal, excepto a la semana 2 cuando la ausencia de sefalizacion de
la PRL refleja acciones inhibitorias de dicha hormona sobre el peso del higado y el

cuerpo.
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Figura 8. La falta del receptor de la PRL altera el crecimiento del higado durante el desarrollo
postnatal. Peso del higado (pH) (A), peso del cuerpo (pC) (B), pH/pC (C) y expresiéon de marcadores
de proliferacion celular [ciclina D1 (Ccnd1)] (D) y angiogénesis [molécula de adhesién de plaquetas
a endotelio (Pecam1)] (E) en ratones nulos (Prlr -/-) y silvestres (Prir +/+) para el receptor de PRL al
nacimiento (semana 0) y de las semanas postnatales 1 a 10. Los valores del RNA mensajero (RNAm)
se determinaron por qRT-PCR utilizando Gapdh y CypA como genes constitutivos y los valores se
expresan como unidades arbitrarias (UA). Los valores corresponden a los promedios + SEM. El
numero de animales (n) se indica en las graficas para cada tiempo. Se muestra el valor de p sélo

cuando las diferencias son estadisticamente significativas.

La ausencia del receptor de la PRL se asocia con un aumento en la
sefalizacién de la hormona de crecimiento (GH) en el higado durante

la segunda semana del desarrollo postnatal.

En roedores, las primeras dos semanas del desarrollo postnatal se han definido
como fase de crecimiento independiente de GH y estan caracterizadas por una
insensibilidad a la sefalizacion de la GH en el higado (Martinez et al., 2015; Martinez
et al., 2013). Para evaluar si la PRL inhibe el crecimiento hepatico y corporal través
de favorecer la insensibilidad hepatica a la accion de la GH, analizamos durante el
desarrollo postnatal la expresion del mMRNA del receptor hepatico de la GH y de las
proteinas inducidas por la GH que median sus efectos en el higado, a saber: IGF-1
y los inhibidores de la sefalizacion de citocinas SOCS-2 y SOCS-3. El nivel de
expresion del gen que codifica para el receptor de la GH (Ghr) en los ratones
silvestres fue bajo al nacimiento, mayor en la semana 1 y maximo en las semanas
2 y 4 del desarrollo postnatal (Figura 9, A), lo cual confirma observaciones previas
de otros autores (Martinez et al., 2013). El nivel de expresion en los ratones Prir-/-
fue similar excepto en la semana 1 cuando la expresidon del Ghr fue reducida en

estos animales. El Igf-1 es un gen que esta bajo el control de la GH en el higado y
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es un mediador clave del crecimiento corporal estimulado por la GH (Liu & LeRoith,
1999). Los ratones Prir -/- presentaron una disminucion en la expresion de Igf-1 en
la semana 1 y un incremento en la semana 2 del desarrollo postnatal, comparados
con los ratones silvestres (Figura 9, B). La GH induce la expresiéon de SOCS-2 vy -
3 en el higado, estas proteinas interfieren con la fosforilacion/activacion de STAT-
5b reinducida por la GH, lo que resulta en una reduccion de la expresion del IGF-1
(Greenhalgh, Bertolino, et al., 2002; Greenhalgh, Metcalf, et al., 2002). Sin embargo,
a diferencia de SOCS-3 que es siempre inhibitoria (Adams et al., 1998), SOCS-2
puede también estimular las acciones de la GH (Metcalf et al., 2000) al través de
unirse a SOCS-3 y direccionarla para su degradacion via el sistema ubiquitina-
proteosoma (UPS) (Piessevaux et al., 2006; Tannahill et al., 2005). La expresion
hepatica del mRNA de SOCS-2 fue mayor en la semana 2 del desarrollo postnatal
(Figura 9, C) y la de SOCS-3 fue menor durante las semanas 1y 2 del desarrollo
postnatal en los ratones Prir-/- con respecto a los silvestres (Figura 9, D). No se
encontraron diferencias en la expresion de IGF-1, SOCS-2 y SOCS-3 al nacimiento

(semana 0) ni en la semana 4 del desarrollo postnatal entre ratones Prir -/-'y Prir

+/+.
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Figura 9. La falta del receptor de la PRL modifica la sefalizacion de la GH en el higado.
Expresion hepatica de genes que codifican para el receptor a GH (rGh; A), Igf-1 (B) y los supresores
de la sefializacién de citocinas 2 (Socs2; C) y 3 (Socs3; D) en ratones nulos (Prir -/-) o no (Prir +/+)
para el receptor de PRL al nacimiento (semana 0) y en las semanas 1, 2 y 4 del desarrollo postnatal.
Los valores del RNA mensajero (RNAm) se determinaron por gRT-PCR utilizando Gapdh y CypA
como genes constitutivos y los valores se expresan como unidades arbitrarias (UA). Los valores
corresponden a los promedios + SEM. El nUmero de animales (n) se indica en las graficas para cada

tiempo. Se muestra el valor de p sélo cuando las diferencias son estadisticamente significativas.
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Discusion

El papel central de las hormonas en el crecimiento fisiolégico del higado se conoce
desde hace décadas, pero la contribucion hormonal especifica permanece sin
establecerse. A través de experimentos en donde se une la circulacion sanguinea
de dos animales vivos, se observd que si se realizaba una HPx a uno de los
animales del experimento, este estimulo provocaba una respuesta de regeneracion
en el higado intacto del otro animal y que el efecto era de maximo crecimiento
cuando el higado era removido en su totalidad (Michalopoulos & DeFrances, 1997).

La PRL es una de estas hormonas involucradas en el crecimiento y la regeneracion

hepatica (Buckley et al., 1985; Moreno-Carranza et al., 2013; Olazabal et al., 2009).

Desde hace mas de 30 afios se report6 que la PRL actua como mitégeno del higado
adulto. Buckley y colaboradores (1985) demostraron que la administracion de PRL
incrementa la sintesis de DNA, la mitosis de los hepatocitos y el pH/pC. Ademas,
se conoce que la PRL se incrementa en la circulacion en respuesta a la HPx
(Buckley et al., 1991) y que su administracién estimula la regeneracion hepatica
evaluada a través del peso, diferenciacion y metabolismo energético del higado
(Olazabal et al., 2009). Diversos estudios corroboran estos hallazgos (Berlanga et
al., 1995; Moreno-Carranza et al., 2013; Olazabal et al., 2000; Vergani et al., 1994).
Ademas, el higado de ratones nulos para el RPRL es mas pequefio que en el raton
silvestre (Moreno-Carranza et al., 2013). El hecho de que el aumento de la PRL
circulante estimula la proliferacion de los hepatocitos y de las células endoteliales
sinusoidales hepaticas en roedores adultos (Moreno-Carranza et al., 2013), sugiere

que la hiperprolactinemia que tiene lugar en el embarazo y la lactancia puede
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participar en la promocion del crecimiento del higado, que tiene lugar en ambas
fases del ciclo reproductor y, por ende, en la contribucidn de la PRL al crecimiento
fisiologico del higado. En este trabajo de tesis obtuvimos evidencias que apoyan la
accion fisiologica de la PRL durante el desarrollo postnatal temprano del ratén.
Encontramos que el higado produce PRL durante las primeras 2 semanas de vida
postnatal y que la PRL es requerida para un adecuado crecimiento hepatico.
Aunado a esto, mostramos un nuevo mecanismo a través del cual la PRL puede
restringir el crecimiento del higado y del cuerpo del raton, exclusivamente durante

la segunda semana del desarrollo postnatal.

La glandula hipdfisis produce muy poca PRL en las crias de roedores recién nacidas
(Hoeffler et al., 1985) y no es posible detectar valores circulantes de la hormona
durante las primeras dos semanas del desarrollo postnatal (Oliver et al., 1980).
Posteriormente (tercera semana de vida postnatal), ocurre un incremento
significativo en la produccion de PRL por la glandula hipdfisis que se traduce en la
elevacion de la PRL circulante (Oliver et al., 1980; Shah et al., 1988). Nosotros
corroboramos estos hallazgos en el ratén y encontramos que la ausencia de PRL
circulante durante las primeras 2 semanas de vida postnatal es compensada por la
produccion hepatica de PRL. EIl mRNA y la proteina se elevan 20 y 5 veces
respectivamente, durante la primera semana de vida. Si bien la PRL se genera en
una gran diversidad de tejidos extra-pituitarios (Ben-Jonathan et al., 1996), esta es
la primera evidencia de su produccién por el higado. Desconocemos cual es el tipo
celular del higado que produce a la PRL, pero estos hallazgos sugieren la capacidad

de la hormona de actuar como un regulador hepatico local en ausencia de su
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presencia endocrina. También es posible que en este tiempo participe la PRL
presente en la leche materna. La leche materna contiene niveles elevados de PRL
(de Los Rios et al., 2018) y ha sido reportado que posterior a la ingesta de leche
materna por parte de las crias, un gran porcentaje de esta hormona logra sobrevivir
el paso por no se degrada en el tracto gastrointestinal (Shyr et al., 1986) y aparece
en la circulacion (Shah et al., 1988), lo cual hace posible que la PRL que se
encuentra en de la leche se acumule en el higado durante la segunda semana de
desarrollo postnatal, cuando se sabe que el intestino es permeable a grandes
moléculas (Clarke & Hardy, 1969). Por otra parte, la PRL se detecto en el higado a
las 4 semanas post-nacimiento, cuando la expresion hepatica del mMRNA de la PRL
es practicamente indetectable. Como en esta etapa del desarrollo los niveles
circulantes de la hormona son altos, es posible que la PRL presente en el higado a
las 4 semanas de vida postnatal provenga de la circulacién. La PRL se incorpora y
concentra en diferentes rganos como son el ojo (Arnold et al., 2010), la glandula
mamaria (Seddiki et al., 2002) y el cerebro (Brown et al., 2016). Todas estas
observaciones nos permiten concluir que el higado se encuentra bajo la influencia
de la PRL durante el desarrollo postnatal temprano y que esta hormona actua
inicialmente como un regulador local (producido por el propio higado y derivado de
la leche materna) y posteriormente, como un regulador enddcrino (producido por la

glandula hipdfisis).

Se han descrito 3 isoformas del RPRL que se generan por corte y empalme del
transcrito primario y que han sido clasificadas como corta, intermedia y larga de

acuerdo con la longitud de su dominio citoplasmico (Ben-Jonathan et al., 2008), si
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bien en el raton solamente se expresan las isoformas corta y larga (Ben-Jonathan
et al., 2008; Freeman et al., 2000). La isoforma intermedia (ausente en el raton)
transmite sefiales de supervivencia y proliferacion, la isoforma larga es considerada
la principal isoforma responsable de la sefalizacion de la PRL y la corta silencia las
acciones de la isoforma larga (Ben-Jonathan et al., 2008; Bole-Feysot et al., 1998;
Freeman et al., 2000). De acuerdo con una accion directa de la PRL en el higado,
encontramos que la expresidn hepatica de la isoforma larga del RPRL, indetectable
al dia del nacimiento, se eleva marcadamente a la segunda semana de vida post-
natal, para posteriormente disminuir hacia valores estables. Estos hallazgos
corroboran estudios previos que muestran que la expresion del RPRL (mRNA y de
la proteina) aumentan en el higado de la rata durante el desarrollo postnatal
(Jolicoeur et al., 1989). Por lo tanto, el aumento en la expresion de la isoforma larga
del RPRL en el higado implica que la PRL puede actuar directamente en este

organo durante el desarrollo temprano postnatal.

Mas aun, el uso de animales Prir-/- mostré que esta hormona se requiere para un
crecimiento postnatal normal del higado y del cuerpo. Nuestro trabajo corroboré
resultados previos en el adulto que muestran higados mas pequefios en ausencia
del RPRL (Moreno-Carranza et al., 2013). La reduccion en el tamafo del higado en
estos ratones es leve, pero similar a lo reportado para otros reguladores del
crecimiento hepatico. Por ejemplo, la delecion de la proteina asociada a Yes (YAP),
involucrada en la proliferacion y diferenciacion hepatica durante el desarrollo
postnatal, resulta en una reduccién significativa del 8% en el pH/pC durante la cuarta

semana del desarrollo postnatal (Septer et al.,, 2012), que es equivalente a la
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reduccién del 7% en el pH/pC encontrada por nosotros en los ratones Prir-/-.
Asimismo, cambios similares (= 10% pH/pC) en el peso relativo del higado adulto
se reportaron bajo el tratamiento con PRL (Moreno-Carranza et al., 2013) y para
otros mitégenos conocidos como el HGF, del cual se conoce que induce el
crecimiento de higados normales y que, a su vez, este incremento se acompafa del
aumento en la proliferacion de los hepatocitos y también el incremento de proteinas

séricas y lipidos (Roos et al., 1995).

La disminucion en el tamafio del higado debido a la falta del RPRL no se observo al
momento del nacimiento, indicando que ni la PRL ni el lactégeno placentario (cuyo
receptor es el RPRL) (Ben-Jonathan et al., 2008; Bole-Feysot et al., 1998) estan
involucrados en el crecimiento del higado durante el periodo embrionario o fetal. La
reduccion en el peso del higado y en el pH/pC que tuvo lugar en los ratones Prir-/-
alas semanas 1, 4, 6 y 10 se apoya en que también disminuyeron los niveles de la
expresion de ciclina D1, marcador de proliferacion celular y de Pecam-1 marcador
de angiogénesis en el higado. Estos hallazgos concuerdan con reportes que
muestran que el tratamiento con PRL en ratas adultas estimula la proliferacién de
los hepatocitos y de las células endoteliales (Moreno-Carranza et al., 2013) y la
actividad de factores de transcripcion (AP-1, Jun y STAT-3), involucrados en inducir
la sintesis de DNA y la proliferacion celular (Olazabal et al., 2009). Mas aun, la PRL
ejerce sus acciones proliferativas en hepatocitos aislados de ratas adultas o de ratas
de 3 semanas de edad al estimular la expresion de c-myc (Zabala & Garcia-Ruiz,
1989), c-fos, c-jun y c-src (Berlanga et al., 1995) o la proliferacién celular (Vergani

et al., 1994), respectivamente. En los efectos proliferativos de la PRL sobre los

53



hepatocitos y las células endoteliales participa la activacion de las vias de
sefalizacion JNK, p-38-MAPK, PKC, pp60°s, STAT3, STATS5 y la hemo oxigenasa-
1 (Berlanga et al., 1995; Malaguarnera et al., 2002; Olazabal et al., 2009; Yang et
al., 2013). Aunado a esto, también se conoce que la PRL estimula la proliferacion
de células endoteliales de manera indirecta, al inducir la sintesis de VEGF y FGF-2

(Clapp et al., 2009; Moreno-Carranza et al., 2013).

Queda pendiente evaluar si en el efecto estimulatorio de la PRL sobre el crecimiento
hepatico participa la estimulacién de la hipertrofia de los hepatocitos. Al respecto,
se conoce que la hepatomegalia participa en el crecimiento del higado durante el
embarazo y que se asocia con la sobre-expresion de ciclina E (Dai et al., 2011). Sin
embargo, no se ha evaluado la expresion de la ciclina E en respuesta a la

hiperprolactinemia.

Un resultado novedoso de nuestro estudio fue el mostrar que la PRL también
restringe el crecimiento del higado. Se han explorado algunos factores que
estimulan el crecimiento del higado durante el desarrollo postnatal, pero aquellos
que restringen su crecimiento durante esta etapa siguen sin conocerse (Apte et al.,
2007). Este efecto negativo de la PRL sobre el crecimiento del higado se manifestd
solamente durante la segunda semana del desarrollo postnatal, cuando el peso
hepatico, corporal y su relacién (pH/pC) se incrementaron en los ratones Prir -/-.
Esta accion inhibitoria de la PRL no ha sido reportada previamente, tal vez porque
ocurre durante las primeras dos semanas del desarrollo postnatal, una etapa de

crecimiento en el ratén descrita como fase de crecimiento independiente de las
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acciones de la hormona del crecimiento (GH) (Martinez et al., 2015; Martinez et al.,

2013).

La GH es el principal estimulador del crecimiento corporal, excepto durante el
desarrollo prenatal y en etapa postnatal temprana, a pesar de que el receptor de la
GH esta presente en ambos periodos (Martinez et al., 2015; Martinez et al., 2013).
En los roedores se han descrito dos fases de crecimiento corporal postnatal
acelerado, la primera es independiente de los efectos de la GH y ocurre
inmediatamente después del nacimiento y la segunda fase, que es dependiente de
los efectos de la GH y comienza después de la segunda semana de vida (Lupu et
al., 2001; Martinez et al., 2015). Mutantes espontaneos deficientes de GH poseen
un peso normal al momento del nacimiento y en la segunda semana de vida
postnatal pero después de este tiempo retrasan su crecimiento (Kioussi et al., 1999).
Por su parte, ratones transgénicos que sobre-expresan a la GH tienen crecimiento
acelerado del cuerpo que se manifiesta a partir de la tercera semana del desarrollo
postnatal, a pesar de que la GH circulante esta elevada desde el nacimiento
(Martinez et al., 2015). La GH estimula el crecimiento somatico al estimular, en el
higado, la transcripcion y secrecion del factor de crecimiento similar a la insulina-
tipo 1 (IGF-1) responsable de estimular el crecimiento hepatico y corporal (Liu &
LeRoith, 1999; Lupu et al., 2001; Tronche et al., 2004). El higado es la principal
fuente de IGF-1 (Lupu et al., 2001) y la expresion de la secrecion hepatica de IGF-
1 es refractaria a la GH durante las primeras dos semanas post-nacimiento
(Mathews et al., 1988). Dada esta temporalidad, investigamos si el efecto inhibitorio

de la PRL sobre el crecimiento del higado y del cuerpo, observado en la segunda
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semana del desarrollo postnatal, pudiera deberse a que la PRL estimula la
insensibilidad hepatica a la GH. A este respecto, la falta de efecto de la GH se ha
intentado explicar en funcion del bajo contenido hepatico de su receptor, aunque
existen diferentes opiniones al respecto, ya que algunos autores han descrito que
la expresion de su RNA mensajero es apenas detectable en la etapa fetal y prenatal
temprana en el higado de la rata, mientras que otros han descrito la presencia de la
GH y de su receptor, y de los altos valores de moduladores negativos de las
acciones de la GH (Martinez et al., 2013; Martinez et al., 2015). Encontramos que
la ausencia del RPRL no modifica la expresion hepatica del mRNA del receptor a la
GH durante el desarrollo postnatal, excepto durante la primera semana cuando
estos niveles disminuyen. Consistentemente con estos hallazgos encontramos
reducida la expresion de los genes blanco de la GH, Igf-1 y Socs3, durante la
primera semana del desarrollo postnatal en ratones Prir-/-. Por lo tanto, proponemos
que la PRL promueve la sefalizacion de la GH y, por ende, el pH/pC en la primera
semana de vida neonatal, al través de incrementar el receptor de la GH en el higado.
No obstante, la expresion de Igf-1 y Socs2 aumento en el higado de ratones Prir-/-
en la segunda semana del desarrollo postnatal, sugiriendo que la PRL promueve la

insensibilidad hepatica a la GH en este tiempo.

Las acciones opuestas sobre la sefalizacidén de la GH son consistentes con el efecto
estimulatorio de la PRL sobre el pH/pC, en la primera semana de vida postnatal, y
el efecto inhibitorio de la PRL sobre el pH/pC y el crecimiento corporal en la segunda
semana post-nacimiento. Estos efectos opuestos pudieran ser explicados por

efectos diferenciales sobre la expresién hepatica de SOCS-2 y SOCS-3. Las SOCS
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pertenecen a la familia de supresores de la sefalizacion de citocinas y se conoce
que la GH induce su expresion como mecanismo de retroalimentacion negativa
sobre su efecto. Por ejemplo, se conoce que SOCS-3 inhibe Ila
fosforilacién/activacion de STAT3 inducida por GH que conduce a la expresion
hepatica de IGF1 (Adams et al., 1998; Martinez et al., 2013; Martinez et al., 2015;
Metcalf et al., 2000; Pezet et al., 1999). La informacién en torno a SOCS-2 es menos
clara. Estudios in vivo e in vitro han mostrado efectos tanto inhibitorios como y
estimulatorios de SOCS-2 sobre la sefalizacion de la GH. Se ha reportado que
SOCS-2 puede estimular la accion de la GH al unirse a SOCS-3 e inactivarlo via su
degradacion, dependiente del proteasoma (Martinez et al., 2013; Piessevaux et al.,
2006). Por otro lado, la accion de SOCS-2 es menos clara e involucra efectos duales
sobre la accion de la GH. Ratones nulos para SOCS-2 (Metcalf et al., 2000) y
transgénicos que sobre-expresan SOCS-2 (Greenhalgh , Bertolino, et al., 2002)
exhiben un fenotipo de crecimiento excesivo. Estos resultados contrastantes se
explican por la observacion de que concentraciones bajas y altas de SOCS-2
inhiben y promueven, respectivamente, la sefializacién de la GH (Favre et al., 1999).
Por lo tanto, se ha sugerido que el efecto dual de SOCS-2 es dependiente de su
concentracion en la célula (Favre et al., 1999; Greenhalgh, Metcalf, et al., 2002). De
acuerdo a estas observaciones, especulamos que la regulacién a la alza y a la baja
de Socs2 y Socs3, respectivamente, observada durante la segunda semana del
desarrollo postnatal en los ratones Prir -/- promueve la sefalizacion de GH y, como
consecuencia, eleva la produccion de IGF-1 para aumentar el peso hepatico y
corporal. Durante la primera semana del desarrollo postnatal, la disminucién en la

transcripcion del receptor de la GH y de Socs3 en los ratones Prir -/~ reduciria las

57



acciones de la GH (menor expresion de Igf-1) y, por ende, explicaria la reduccion
en el peso hepatico y corporal, observada en ausencia de sefalizacion de la PRL.

Estos mecanismos deben ser validados en futuras investigaciones.
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Conclusion

En este trabajo se muestra que la PRL es un regulador fisiolégico local y sistémico
del crecimiento del higado durante el desarrollo neonatal. Si bien es claro que el
efecto neto de la PRL es estimular el crecimiento del higado, también encontramos
que esta hormona es capaz de restringir el crecimiento corporal y hepatico durante
el desarrollo postnatal temprano del ratdon. Dicha inhibicion se manifiesta durante la
segunda semana del desarrollo postnatal, un periodo que se caracteriza por ser
independiente de las acciones de la GH. Hasta el momento se desconocen los
mediadores quimicos responsables de la insensibilidad temprana a la GH. Nuestro
trabajo propone que la PRL es uno de estos factores, y que lo hace a través de la
atenuacion tardia de la transcripcion de Igf-1 inducida por la GH via la regulacién a
la alza y a la baja de Socs2y Socs3, respectivamente. Pensamos que mecanismos
similares pueden actuar ajustando el crecimiento del higado a lo largo de la vida en
estadios que cursan con niveles elevados de la PRL. El estudio de estos
mecanismos tiene implicaciones para el manejo terapéutico de las patologias

hepaticas.
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