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RESUMEN

La hormona hipofisiaria prolactina, determinante para la lactancia, participa en Ia
homeostasis metabdlica. La disminucidn de los niveles circulantes de la prolactina en
pacientes con diabetes tipo 2 y en pacientes obesos se asocia con la resistencia a la insulina
y con el sindrome metabdlico. Esto sugiere que factores capaces de alterar la produccion
de la prolactina por la hipdfisis influyen sobre la progresion de las enfermedades
metabdlicas. Dos de estos factores pueden ser el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y el
factor de crecimiento transformante beta (TGFB), ya que ambos contribuyen a la
resistencia a la insulina y a las complicaciones clinicas de la diabetes y se conoce que el
TNFa y el TGFB pueden estimular e inhibir, respectivamente, la secrecién hipofisiara de la
prolactina. En este trabajo mostramos que el TNFa y el TGFB antagonizan mutuamente
sus efectos sobre la sintesis y secrecion de prolactina por la linea celular hipofisiaria GH4C1
secretora de prolactina. Ademads, encontramos que tanto la expresion de prolactina
hipofisiaria como sus niveles en el suero disminuyen en ratas obesas sometidas a una dieta
alta en grasas y en el modelo de ratas diabéticas inducido por estreptozotocina. La
expresion de TGFB aumenta en la hipodfisis en ambos modelos experimentales, mientras
que la expresién de TNFa aumenta y disminuye en la hipofisis de ratas obesas y diabéticas,
respectivamente. Las alteraciones en los niveles de TNFa y de TGFB observadas en la
hipdfisis de las ratas tanto obesas como diabéticas y los efectos de estas citocinas sobre la
sintesis y secrecidn de prolactina en las células hipofisiarias en cultivo, apuntan a su posible
participacién como reguladores locales (autdcrinos/ paracrinos) de la secrecion de

prolactina en las enfermedades metabdlicas.



ABSTRACT

Prolactin, the pituitary hormone fundamental for lactation, plays a role in metabolic
homeostasis. Serum prolactin levels decrease in type-2 diabetic patients and in association
with obesity, insulin resistance, and metabolic syndrome, suggesting the action of factors
able to downregulate pituitary prolactin production in metabolic diseases. Two of such
factors may be transforming growth factor beta (TGFB) and tumor necrosis factor alpha
(TNFa), which are well known contributors to insulin resistance and systemic complications
in diabetes. Also, TGFB inhibits and TNFa stimulates prolactin secretion by the pituitary
gland. Here, we show that TNFa and TGFB antagonize the effect of each other on prolactin
synthesis and secretion by the pituitary GH4C1 cell line in culture. Pituitary prolactin
expression and prolactin serum levels are reduced in diet-induced obese rats and in
streptozotocin-induced diabetic rats. Changes in PRL in both models correlate with
increased expression of pituitary TGFB whereas TNFa expression decreases and increases
in the pituitary of obese and diabetic rats, respectively. The observed alterations of TNFa
and TGFp in the pituitary of obese and diabetic rats together with the effects of these
factors on pituitary cells in vitro, points to a possible autocrine/paracrine regulatory role of

both cytokines on prolactin secretion during metabolic disorders.



ABREVIATURAS

ACTH, hormona adrenocorticotropina

AP, hipd&fisis anterior

bFGF, factor de crecimiento fibroblastico basico

D2R, receptor de dopamina 2

DA, dopamina

DAG, diacilglicerol

ERa, receptor de estrégeno alfa

Erp, receptor de estrégeno beta

ERE, elemento de respuesta a estrogeno

FEC-GM, factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos
FS, células foliculo estimulantes

GAS, secuendia de activacidn por interferon gama

GCs, glucocorticoides

GH, hormona de crecimiento

HFD, dieta alta en grasas

IL-6, interleucina 6

IRS-1, sustrato 1 del receptor a insulina

MAPK, MAP cinasas

nGRE, elemento de respuesta negativa de glucocorticoides
PHDA, neuronas dopaminérginas periventriculares

PI3K, 3-cinasa fosfatidilinositol

PKC, proteina cinasa C

PKA, proteina cinasa A

PL, lactégeno placentario

PREB, proteina de union al elemento regulador de prolactina
PRL, prolactina

PRLR, receptor de prolactina

PROP-1, proteina profeta de Pit-1

RTGF-B I, receptores para TGFB del tipo |

RTGF-B Il, receptores para TGFpB del tipo Il

STZ, estreptozotocina

TGFp, factor transformante 3

THDA, neuronas dopaminérgicas tuberohipofisiales TNFa, factor de necrosis tumoral a
TIDA, neuronas dopaminérgicas tuberoinfundibulares
TNFaR, receptor de TNFa

TRH, hormona liberadora de tirotropina

TSH, hormona estimulante de la tiroides o tirotropina

VIP, péptido vasoactivo intestinal



INTRODUCCION

La obesidad y sus trastornos asociados como la diabetes tipo 2, constituyen uno de
los mas grandes retos para el sector salud en los paises desarrollados y subdesarrollados
alrededor del mundo. La obesidad y la diabetes se caracterizan principalmente por
alteraciones en el metabolismo de los lipidos y de la glucosa pero también por cambios en
mediadores quimicos hormonales e inmunes. La comprensién de cdmo surgen estos
cambios y de su liga funcional con las enfermedades metabdlicas y sus complicaciones, es

esencial para la generacién de terapias eficaces.

La prolactina (PRL) es una hormona peptidica secretada principalmente por la hip&fisis
anterior (AP) y conocida por sus efectos estimuladores de la produccién de leche en la
lactancia. Sin embargo, la PRL ejerce una amplia variedad de acciones sobre la regulacion
de diversos procesos en la reproduccion, la osmoregulacion, la respuesta inmune y la
angiogénesis (38, 55). Ademas, se reconoce que la PRL tiene efectos sobre la regulacién de
la homeostasis metabdlica que pueden impactar sobre el desarrollo y la progresion del
sindrome metabdlico y la diabetes. Estudios recientes muestran niveles circulantes de PRL
mas altos se correlaciona con una reduccidon en la intolerancia a la glucosa y en Ia
prevalencia de diabetes tipo 2 en adultos (12, 150); y que, en nifios obesos, la reduccién en
los niveles séricos de PRL es factor de riesgo para la progresion del sindrome metabdlico
(36). Por lo tanto, los mecanismos responsables de regular la secrecién hipofisiaria de la
PRL en la obesidad y la diabetes son de interés como posibles blancos terapéuticos en el

tratamiento de estos trastornos metabolicos.

En el presente trabajo, investigamos si la produccion de PRL es regulada a la baja en la AP
de ratas obesas y de ratas diabéticas y si estos cambios se asocian con alteraciones en los
niveles de expresidn hipofisiarios del TGFB y/o del TNFa. Estas citocinas se incrementan
en la circulaciéon de pacientes con obesidad y diabetes (36, 46, 62, 153, 157) e influyen
sobre la resistencia a la insulina y en la patofisiologia de la diabetes (148, 153). Ademds,

estas citocinas y sus receptores se expresan de manera ubicua en una gran variedad de



tejidos que incluyen a las células productoras de PRL de la AP (lactotropos) (44, 161),
donde el TGFB inhibe (52, 129) y el TNFa puede estimular (57, 92), pero también inhibir
(65, 145), la sintesis y liberacion de PRL. Sin embargo, se sabe poco acerca de las acciones
del TNFa o del TGFB sobre la secrecion de PRL en el contexto de las enfermedades

metabdlicas.



ANTECEDENTES

1. Obesidad, diabetes y sus complicaciones clinicas.

El exceso en el peso corporal ocupa el sexto lugar entre las principales causas de
morbilidad y mortalidad alrededor del mundo. En el afio 2005, se estimd que mil millones
de adultos y el 10% de la poblacién infantil poseen sobrepeso u obesidad (67). La obesidad
y sus comorbilidades son reflejo de interacciones genéticas y epigenéticas (ambientales,
sociales, etc), estas ultimas altamente relacionadas con el nivel de actividad fisica y con el
tipo de dieta que genera un exceso en el consumo de energia que no puede ser
contrarrestada por los procesos neurobiolégicos que controlan la ingesta de alimentos. El
promedio en la expectativa de vida ha disminuido por la obesidad, principalmente a
consecuencia de que favorece el desarrollo de diabetes tipo 2, las enfermedades
cardiovasculares, y algunos tipos de cancer (67).

La obesidad es consecuencia del aumento en el tamafio de los adipocitos a través de una
acumulacién exagerada de lipidos (hipertrofia), asi como del aumento en el nimero de
adipocitos (hiperplasia). Eventualmente, los lipidos no pueden ser almacenados
eficientemente en el tejido adiposo y se acumulan en el higado y en la circulacién. La
obesidad también esta asociada con el reclutamiento de macroéfagos en el tejido adiposo,
dando lugar a la produccién de citocinas proinflamatorias tales como el TNFa y la
interleucina 6 (IL-6) que se traduce en la inflamacién crénica de éste tejido (112). La
hipertrofia e inflamacidn crénica del tejido adiposo, en particular del visceral, y el aumento
en lipidos circulantes conlleva a la manifestacion del sindrome metabdlico, que se define
por la presencia de intolerancia a la glucosa, la hiperinsulinemia (debido a la resistencia a la
insulina), las altas concentraciones de triglicéridos y de lipoproteinas en el suero e
hipertensidon (15). Entre los mecanismos que fundamentan estas observaciones se ha
demostrado que un incremento en los niveles séricos de acidos grasos induce la resistencia
a la insulina en el musculo esquelético, lo que resulta en una menor actividad en el
transporte de glucosa dependiente de insulina. Los mecanismos moleculares involucran un

incremento en la concentracion intracelular de metabolitos de acidos grasos como el
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diacilglicerol (DAG), que estimula la actividad de proteinas cinasas C (PKC), las cuales
fosforilan al sustrato 1 del receptor a insulina (IRS-1) en residuos de serina, inhibiendo su
actividad y por ende la cascada de sefial rio debajo de la insulina (127, 158).

La diabetes es una enfermedad causada por una deficiencia en la secrecién de insulina o
por una resistencia de los tejidos a la accidn de esta hormona. La falta de accién de la
insulina trae como consecuencia que la glucosa se acumule de manera excesiva en la
sangre lo que a su vez se traduce en alteraciones vasculares que conllevan al deterioro de
funciones diversas. Entre las complicaciones clinicas que caracterizan a la progresion de la
diabetes se incluyen la nefropatia, la neuropatia, y la retinopatia. Por ejemplo, la
hiperglicemia crénica estimula la apoptosis de las células de los capilares sanguineos en la
retina, lo que promueve un aumento en la vasopermeabilidad y en la oclusién vascular, y
consecuentemente en una reduccidn en el flujo sanguineo (isquemia) y por ende hipoxia
(29). La hipoxia induce la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) a través de
estimular y de inhibir la produccion de factores pro-angiogénicos y anti-angiogénicos,
respectivamente. Los nuevos vasos se extienden en la retina e invaden el vitreo formando
una membrana fibrovascular que puede retraer y desprender a la retina, ocasionando

ceguera (29).

Estudios recientes sefialan a la hormona prolactina (PRL) como un factor capaz de
contrarrestar alteraciones metabdlicas ligadas a la diabetes y a la retinopatia diabética, en

particular (7, 12, 56, 150).

2. La PRL Yy las enfermedades metabdlicas.

2.1 La PRL Yy sus receptores

La PRL es una hormona peptidica que se origina a partir de un solo gen presente en
todos los vertebrados y que da origen a una proteina madura de cerca de 200 aminoacidos
con una masa molecular de 23 kDa (17, 18). La PRL es secretada principalmente por la APy
su nombre se deriva de su accién sobre la produccién de leche durante la lactancia. Sin

embargo, ademds de este efecto, la PRL ejerce una multiplicidad de acciones que se
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incluyen dentro de la reproduccién, la osmorregulacién, el crecimiento, la respuesta
inmune, la angiogénesis y el metabolismo (17, 39). La PRL se produce en multiples sitios
ademas de la hipdfisis, de manera que ademas de ser categorizada como una hormona
circulante clasica, actia a manera de citocina en forma autdcrina y pardcrina (15). En
consecuencia, aun cuando la liberacién de PRL por la AP se deteriore gravemente, los seres
humanos no estdn privados de la hormona. A juzgar por los criterios estructurales,
bioquimicos y funcionales, la estructura proteica de la PRL extrahipofisiaria e hipofisiaria es

idéntica, aunque su regulacion transcripcional es diferente (15).

Por otra parte, la PRL comparte similitudes en su estructura y en la de sus receptores con
miembros de la familia de las citocinas hematopoyéticas, que incluyen al factor
estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (FEC-GM), a las interleucinas-2, 4y 5,
y a las hormonas lactogénicas, como la hormona de crecimiento (GH) y el lactégeno
placentario (PL) (70). Los ligandos de esta familia presentan como motivo estructural
caracteristico una organizacién en cuatro a-hélices antiparalelas unidas por asas flexibles
(61). Por otra parte, los receptores de esta familia de citocinas se caracterizan por estar
constituidos por una proteina Unica que atraviesa la membrana una sola vez, que no tiene
actividad enzimatica intrinseca y que sefializa a través de formar dimeros al interaccionar

con una sola molécula de ligando (70).

Con respecto al receptor de PRL, éste proviene de un Unico gen, si bien se han identificado
al menos tres isoformas moleculares que resultan del procesamiento alternativo del ARN
mensajero (22, 42). En estos receptores se definen tres dominios estructurales, el
extracitoplasmatico, el intramembranal y el intracitoplasmatico. El dominio extracelular o
dominio de unién a ligando es idéntico en las tres isoformas y la diferencia entre los
receptores reside en la extensién del dominio intracitoplasmatico que se definen como
corto (42 kDa), intermedio (65 kDa) y largo (80 kDa). El receptor de PRL se expresa
practicamente en todos los tipos celulares donde se ha investigado; sin embargo, su
funcién es aun poco conocida en muchos tejidos. Ademas, en algunos de ellos su nivel de
expresion es muy bajo y se desconoce si un aumento en su expresidn puede ser factor

determinante para su funcién (108).
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El receptor de PRL es activado por PRL y por el PL de las diferentes especies y por la GH en
la especie humana, exclusivamente. La activacion de este receptor ocurre a través de la
unién de una molécula de ligando a dos moléculas de receptor (dimerizacion), y por lo
tanto esta interaccion involucra dos regiones diferentes de la hormona que interaccionan
cada una con una molécula diferente de receptor. El proceso de dimerizacién inicia una
cascada de eventos intracelulares, que esencialmente ocurren mediante su asociaciéon con
diferentes cinasas, que a su vez activan a las moléculas efectoras. La via de sefializacién
clasica activada por el receptor de la PRL es la via JAK/STAT (por sus siglas en inglés “Janus
kinases/ signal transducer and activation of transcription”). La dimerizacion del receptor
de PRL induce la transfosforilacién/ activacién de las cinasas de tirosina JAK2 que se
encuentran en la membrana celular. Las JAK2 asi activadas fosforilan residuos de tirosina
del receptor lo que origina sitios de anclaje para las proteinas STAT, las cuales al unirse al
receptor son fosforiladas a su vez por las JAK2. Una vez fosforiladas, las STAT se disocian
del receptor para formar dimeros que se translocan al nucleo, se unen a secuencias
consenso en el ADN denominadas GAS (“interferon-y activation sequence”) y activan la
transcripcién génica (18). Las principales proteinas STAT activadas por PRL son tres: STAT-1
que en respuesta a PRL estimula la transcripcion del gen de IRF-1 (“interferon regulatory
factor-1”) y genes que conducen a la proliferacion celular en células hematopoiéticas;
STAT-3 que es activada en respuesta a PRL y que se asocian genes que codifican a citocinas
como la IL-6; y STAT-5, que en el epitelio mamario induce la expresion de los genes de -

caseina, B-lactoglobulina, etc (160).

2.2 Efectos de la PRL en la obesidad, diabetes y en sus complicaciones.

La homeostasis metabdlica de un individuo es finamente regulada por el estado
nutricional, el gasto de energia, y las sefiales hormonales. Los érganos periféricos como el
pancreas, el higado y el tejido adiposo, asi como diversas estructuras cerebrales,
responden a estas condiciones y actian de manera coordinada para mantener la
estabilidad metabdlica (15). La hormona PRL parece participar en la regulaciéon del

metabolismo energético y en sus alteraciones asociadas a la diabetes y a sus
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complicaciones (59, 146). El receptor de la PRL (PRLR) se expresa en drganos que estan
relacionados con la homeostasis metabdlica, como lo son el pancreas (5, 56, 74), el tejido
adiposo (32) y el higado (117, 159). Consistentemente, se ha mostrado que la PRL estimula
la proliferacion y la sobrevivencia de las células 3 del pancreas y aumenta la secrecion de
insulina inducida por el aumento de glucosa (24). También se demostré que el aumento en

la expresion del PRLR en el higado mejora la sensibilidad a la insulina (159).

2.2.1 La PRL Yy la diabetes

Los primeros estudios que sugirieron efectos de la PRL sobre el pancreas se llevaron
a cabo hace mas de 30 afios. Nielsen reporté que la GH, la PRLy el PL estimulan la sintesis y
la produccién de insulina por islotes de Langerhans aislados de la rata (111). Afios después,
se demostrd que las células B, que son las células pancreaticas encargadas de la produccién
de insulina, expresan tanto el receptor de la PRL como el de la GH (106) y que los
receptores de la PRL se expresan en las células . y  de los islotes del pancreas pero no en

las células & (24, 138).

Mas tarde se mostré que tanto el PL como la PRL estimulan no solo la secrecién de insulina
sino también la proliferacion celular en islotes de Langerhans de rata, ratén y humano (24).
Otros estudios demostraron que estos efectos de la PRL ocurren a través de la activacién
de la via JAK2/STAT-5 (25, 76). Estudios in vivo mostraron que ratones donde se deleté uno
de los alelos del gen que codifica para el receptor a PRL muestran intolerancia a la glucosa
y una reduccion en la densidad de sus istoles pancreaticos durante la gestacién (74).
Ademas, ratones nulos para el receptor de la PRL tienen menos células [3-pancreaticas y

menor expresion de insulina ante un reto con alta glucosa (56).

La accion fisiologica de la PRL sobre la regulacion del metabolismo va mas alld de sus
efectos sobre el pancreas y la secrecidn de insulina. Recientemente se demostré que la PRL
es incluso capaz de regular la sensibilidad a la insulina por el higado en ratones. Yu vy
colaboradores reportaron en el 2013 que la sobreexpresion o la inhibicion de la expresién

del PRLR en el higado resulta en un aumento o en una disminucién en la sensibilidad a la
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insulina en este drgano, respectivamente. Ademas, demostraron que en los ratones db/db,
que son resistentes a la insulina, la expresion del PRLR esta alterada y que el incrementar la
expresion del PRLR mejora significativamente la sensibilidad a la insulina (159).

La influencia de la PRL también esta presente en la diabetes humana. Estudios recientes
mostraron que pacientes diabéticos, no controlados metabdlicamente, presentan una
disminucién en los niveles séricos de la PRL comparados con hombres sanos (82). También
se ha propuesto que niveles circulantes bajos de PRL en nifios obesos pueden ser tomados
como marcadores para predecir el desarrollo de sindrome metabdlico y diabetes (36).

En su conjunto estos hallazgos sugieren el valor protector de la PRL contra la diabetes y
muy probablemente contra sus complicaciones. A este respecto, recientemente se reporté
que los niveles circulantes de la PRL disminuyen en relacién con la progresidon del sindrome
metabdlico (12) y de la retinopatia diabética (7). Se ha mostrado que la elevacién de los
niveles circulantes de PRL en ratas diabéticas reduce el aumento excesivo en Ia
vasopermeabilidad retiniana que caracteriza a la retinopatia diabética experimental (7).
Esta proteccion se explicd a través de que la elevacion de la PRL sistémica favorece su
incorporacion al ojo y con ello su conversidon intraocular a sus metabolitos, las
vasoinhibinas, una familia de fragmentos de PRL con acciones inhibidoras de la
vasopermeabilidad y de la angiogénesis ocular (146). Estos hallazgos indican que
alteraciones en los niveles circulantes de la PRL pueden proteger contra alteraciones que

conducen a la diabetes pero también contra sus complicaciones clinicas.

2.2.2 La PRL Yy la obesidad

Como mencionamos anteriormente, la obesidad se caracteriza por el aumento en el
tamafio y numero de los adipocitos que son las principales células que conforman el tejido
adiposo y que son las responsables de almacenar los lipidos. El tejido adiposo es un érgano
activo que desempefia un papel fundamental en la homeostasis metabdlica y en la
fisiologia del organismo (2, 3). Este tejido altamente especializado de origen mesenquimal
se compone de multiples tipos de células que se encuentran suspendidas en una matriz de

colageno. Ademds de los adipocitos, el tejido adiposo contiene células madre
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pluripotentes, preadipocitos, células endoteliales, pericitos, mastocitos, fibroblastos,

células hematopoyéticas y macrofagos (15).

El tejido adiposo es un importante érgano enddcrino cuyas hormonas, las adipocinas,
regulan la ingesta de alimentos, el balance de energia, la resistencia a la insulina, la
respuesta inflamatoria, y la presion arterial. A su vez, la liberaciéon de adipocinas esta
influenciada por el estado nutricional, las sefiales hormonales y el gasto de energia (2, 66,
147). Desde el descubrimiento de la leptina en 1994, una multitud de adipocinas y
adipocitocinas han sido identificadas. Algunas de las cuales son producidas exclusivamente
por los adipocitos, otras pocas son secretados por las células estromales del tejido adiposo,
mientras que algunas también pueden ser producidas en un grado variable por otros

organos.

La produccion de PRL en el tejido adiposo humano se descubrié por casualidad al estudiar
el papel potencial de la PRL en la carcinogénesis de mama (162). Las muestras quirdrgicas
de tejido normal y maligno de mama se separaron de explantes de tejido adiposo vy
glandular para su cultivo por 10 dias. Inesperadamente, los explantes de tejido adiposo de
mama, destinados a servir como controles negativos, expresaron y liberaron de 10 a 15
veces mas PRL que sus contrapartes glandulares. Al obtener dicho resultado se decidié a
analizar cultivos de explantes de tejido adiposo visceral y subcutaneo de pacientes
morbidamente obesos y no obesos. Similar al perfil de liberacién de PRL a partir de tejido
adiposo de mama, la liberacion de PRL de ambos tipos de explantes mostrd una liberacién
de PRL dependiente del tiempo (77). La secrecion de PRL por explantes de tejido adiposo
subcutdneo de pacientes obesos fue significativamente menor que la de los pacientes
delgados, sin una aparente diferencia entre hombres y mujeres. Colectivamente, estos
datos mostraron que la produccidn de PRL por el tejido adiposo es marcadamente afectada
por la obesidad. EI mecanismo por el que la obesidad provoca una reducciéon en la
liberacion de PRL proveniente de adipocitos y sus consecuencias funcionales, aun no se han
determinado. Los adipocitos son la fuente primaria de PRL en el tejido adiposo, aunque
también contribuye la PRL producida por macréfagos (20), cuya infiltraciéon en el tejido

adiposo aumenta en la obesidad. En contraste, el tejido adiposo de roedores (ratas y
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ratones) o las lineas celulares 3T3-L1 y 3T3-442A de preadipocitos murinos, no expresan
PRL, lo que indica de que la PRL derivada de los adipocitos solo ocurre en los seres
humanos. La liberacion de PRL por el adipocito es varias 6rdenes de magnitud menor que la
de un lactotropo. Sin embargo, la hipdfisis humana pesa 1 g, mientras que el peso de tejido
adiposo en los individuos obesos puede exceder de 100 kg. En consecuencia, la produccion
global de PRL por el tejido adiposo podria aproximarse a la de la pituitaria. Una pregunta
relevante es si la PRL liberada por el tejido adiposo afecta los niveles séricos de PRL (15).
Sin embargo, se ha observado que nifios con obesidad presentan bajos niveles séricos de
PRL comparados con nifios delgados y en este trabajo proponen a la PRL como un factor de
predicciéon para la progresion del sindrome metabdlico (36). Esto es consistente con la
menor secrecidon de PRL por explantes de tejido adiposo de pacientes obesos vs. delgados
(77), lo que sugiere que en las enfermedades metabdlicas la PRL de origen hipofisiario

contribuye en mayor grado a los niveles circulantes de la hormona.

De acuerdo a la informacién presentada, es clara la necesidad de entender mejor Ila
participacidon de la PRL en las enfermedades metabdlicas y, en particular, los mecanismos
que regulan la secrecion de esta hormona por la AP que es la principal fuente de sus niveles

circulantes.

3. Regulacion de la secrecién y sintesis de la PRL hipofisiaria.

La secrecidon de PRL puede estar afectada por una gran variedad de estimulos que
pueden provenir del medio ambiente y/o del propio organismo. Los estimulos fisiolégicos
mas importantes que incrementan la secrecidon de PRL por la hipéfisis son la succién de las
crias en la lactancia, el estrés y factores asociados a la reproduccion (55). Todos estos
estimulos actuan sobre el hipotalamo, el cual elabora una serie de factores inhibidores o
liberadores de PRL, pero también directamente sobre las células hipofisiarias

especializadas en la secrecion de PRL, los lactotropos (55).

Alrededor del 20 al 50% de las células hipofisiarias estd conformado por lactotropos (16,

114). Estas células representan una poblacién dindmica con una importante habilidad de
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adaptacion a los cambios tanto por el ambiente interno como el externo. La cantidad de
lactotropos varia en las hembras y va a depender del ciclo reproductivo en el que se
encuentren (17, 114). La regulacion de la sintesis y secrecién de la PRL involucra distintos
mecanismos que actuan tanto a nivel de la transcripcidn y traduccidn, asi como también
sobre su proceso de secrecion. Los lactotropos tienen una gran capacidad de
almacenamiento de la PRL en granulos de secrecion. La liberacion de PRL se lleva a cabo
por la exocitosis de dichos granulos que es dependiente de calcio, siendo los niveles de
dicho catién otro nivel de regulacién adicional a la de la expresién génica hormonal (16).
Los reguladores de la liberacion de PRL pueden clasificarse en: endocrinos y locales
(paracrinos y autdcrinos) (16). Sobre estos estimulos ejercen su influencia factores
ambientales, hormonales, hipotaldmicos, ovaricos y derivados de la gldndula suprarrenal

que actuan de manera orquestada para controlar los niveles y efectos de la PRL (18).

Tanto la funcién como la proliferacion de los lactotropos son reguladas principalmente por
la inhibicién ténica del sistema dopaminérgico (78). La sintesis y secrecion de PRL en la
hipdfisis esta bajo una inhibicidn ténica por parte de la dopamina (DA) hipotaldmica. Los
tres sistemas hipotaldmicos que regulan esta inhibicién son las neuronas dopaminérgicas
tuberoinfundibulares (TIDA), tuberohipofisiales (THDA) y periventriculares (PHDA) (16). La
DA hipotalamica es capaz de inhibir tanto la secrecidn como la sintesis de PRL. La DA se
une a su receptor 2 (D2R), que estd acoplado a una proteina G y que se encuentra en
abundancia en la membrana de los lactotropos. Dicha unidén incrementa la conductancia
del potasio e inactiva la sensibilidad de los canales de calcio, lo que resulta en
hiperpolarizacion, menores niveles de calcio intracelular y, por lo tanto, en la inhibicidn de
la secrecidon de PRL. La DA también suprime el metabolismo de la adenil-ciclasa y del
fosfato de inositol, conduciendo a la regulacién negativa de la transcripcion del gen de Ia
PRL. Finalmente, la DA mantiene inhibida la proliferacion de los lactotropos (16, 49, 103,

149).

En contraste con la DA, otros factores hipotalamicos regulan la secrecion de la PRL a través
de acciones estimulatorias. Entre estos factores estimulatorios se incluye la hormona

hipotalamica liberadora de la tirotropina (TRH), los estrégenos, el péptido intestinal
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vasoactivo (VIP), la serotonina, la histamina, los opioides enddgenos y la sustancia P entre

otros (18).

Neuronas del nucleo paraventricular con terminales en la eminencia media secretan TRH
hacia el sistema porta sanguineo. La TRH se une a los receptores a TRH del tipo 1 que se
expresan en los lactotropos. La TRH estimula la secrecidén de PRL especialmente cuando los
niveles de DA son bajos o ausentes e induce un incremento rdpido y bifdsico de los niveles
intracelulares de calcio, permitiendo un incremento en la liberacidon de PRL, ademas induce
la expresidon del gen de la PRL a través de la activacion de las MAP cinasas (MAPK)
dependientes de calcio y de la PKC (16). En el caso de los estrégenos, se sabe que
estimulan la expresion de la PRL y su liberacidn, ademas incrementan la capacidad de
almacenaje y la proliferacién de los lactotropos (16). Durante el embarazo, el aumento en
los niveles de estradiol juegan un papel importante en el crecimiento de la poblacién de los
lactotropos (114). El tratamiento con estradiol en ratas hembra ovariectomizadas resulta
en un incremento muy marcado de la sintesis de PRL y este efecto puede ejercerse
directamente sobre la hipdfisis ya que el estradiol estimula la sintesis de PRL en cultivos
primarios de células hipofisiarias y en cultivos de lineas celulares inmortalizadas de células
tumorales hipofisiarias (102). Ademads, los estrégenos pueden afectar el crecimiento como
la produccion y secrecion de PRL por los lactotropos a través de alterar el control
dopaminérgico. Es bien sabido que el estradiol reduce la produccién de DA hipotalamica y
suprime la actividad del D2R en los lactotropos, inhibiendo la capacidad de acoplamiento

de la proteinas G del receptor (114).

El VIP es un péptido con 28 aminoacidos que esta presente en altas concentraciones en el
sistema portal sanguineo hipotdlamo-hipdfisis pero también es producido por los
lactotropos, lo que permite regular en forma sistémica y autécrina la liberacién de la PRL.
El VIP actua incrementando los niveles intracelulares de adenosin monofosfato ciclico
(AMPc), lo que conduce a la activacién de la proteina cinasa A (PKA). El VIP es un

secretagogo de la PRL menos potente que la TRH (16).

La PRL también puede regular su propia liberacidon a través de inhibir a las neuronas

dopaminérgicas mediante una retroalimentacién negativa corta. Estas neuronas
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dopaminérgicas son activadas tanto por la elevacidon aguda como cronica de PRL, y esta
retroalimentacidn se bloquea durante la etapa tardia del embarazo, durante la lactancia o
bien cuando se presenta un prolactinoma, facilitando que se mantengan los niveles altos

de PRL (16).

Con respecto al gen de la PRL en la AP, se sabe que mide 10 kb (102) y que su expresién
estd regulada por un promotor que se encuentra corriente arriba del gen y que comprende
dos regiones potenciadoras, una proximal, que en los humanos se localiza entre los 250 y
35 pb rio arriba del inicio de la transcripcion, y una regidén potenciadora distal localizada
alrededor de las -2 y -1.2 kb (43, 64, 89, 110, 115). Las regiones tanto distal como proximal
del promotor de PRL poseen sitios de unidén para la proteina Pit-1 que es un factor de
transcripcién especifico de este tejido (81, 109), es esencial para la transcripcion del gen de
la PRL asi como para el desarrollo de los lactotropos (6). Una influencia positiva de
importancia para los efectos de Pit-1 es la TRH que actla promoviendo su unién y la de la
proteina de unién al elemento regulador de PRL (PREB) al promotor de PRL (114, 156)
(Esquema 1). Por su parte, la DA regula de manera negativa la transcripcidn en respuesta a
Pit-1 para inhibir la transcripcion de PRL (49). De hecho los ratones que presentan
mutaciones en la proteina profeta de Pit-1 (PROP-1), que es la proteina que induce la
expresion de Pit-1, o directamente en Pit-1 (ratones Ames y Snell Dwarf, respectivamente)
presentan una disminucién tanto en el nimero como en la produccion de DA por las
neuronas TIDA por lo que carecen de GH, tirotropina (TSH), pero también de PRL, y si se
inicia un tratamiento de reemplazo con PRL antes de los 21 dias de vida la PRL es capaz de
restaurar las neuronas TIDA en estos ratones, indicando que la PRL sirve como un factor

neurotroéfico en estas neuronas durante el desarrollo (16).

Como ya mencionamos, los estrégenos se consideran como un importante activador
fisioldgico de la sintesis de PRL, asi como de la proliferacién de los lactotropos, y han sido
implicados en la patofisiologia de la hiperprolactinemia y los prolactinomas (55, 86). El
17B-estradiol (E2) estimula la proliferacién y activa la expresion del gen de PRL, y ratas
tratadas con altas dosis de estrégeno desarrollan hiperplasia en los lactotropos. El E2

ejerce su accion gendémica a través de la union a sus receptores (ERa y ERP), los cuales
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activan factores de transcripcion que residen en el citosol y son translocados al nucleo una
vez que se lleva la unién de la hormona a su receptor. Los estrégenos, como tales, también
se unen a las regiones reguladoras del gen de PRL denominadas elementos de respuesta a
estrogeno (EREs) (1). Tanto en los humanos como en las ratas, los EREs se localizan en la
regidon potenciadora distal, en los humanos estdn localizadas alrededor de los 1.2 kb rio
arriba del inicio de transcripcion (1, 114) y regulan la transcripcion de la PRL cuando Pit-1 se
une a la region distal del promotor de la PRL (131) (Esquema 1). Como muchos otros
receptores de hormonas esteroideas, los ERs pueden unirse directamente a sus secuencias
blanco en el ADN o bien interactuar con co-activadores o co-represores nucleares, por lo
que pueden activar o inhibir la expresidon del gen. Estudios en ratones KO para el ER
mostraron que la perdida del ERB no parece tener efecto sobre los niveles de ARNm de la
PRL en la AP, mientras que la carencia del ERa conduce a la pérdida de expresion de la PRL
(1,132).

Al inicio de este subtema mencionamos que uno de los principales estimulos fisiologicos
gue incrementa la secrecidn de PRL es el estrés, éste efecto se ha observado en distintos
animales. Se ha visto que los niveles de la hormona adrenocorticotropina (ACTH) y de la
PRL se incrementan de manera sincronizada en respuesta al estrés, y este efecto es
bloqueado en presencia de dexametasona, lo que llevd a suponer que la liberacién de
ambas hormonas debian tener un mecanismo en comun (124). Este incremento en los
niveles de PRL ha generado interés debido a su relacién con la activaciéon del sistema
inmunolégico, liberando citocinas proinflamatorias como el TNFa y la IL-12 (23). Sin
embargo, el estrés también induce el incremento en los niveles de glucocorticoides (GCs)
los cuales son capaces de suprimir al sistema inmune, asi como la expresion de PRL y la
diferenciacién de los lactotropos tanto en ratas como en humanos (114). Estos efectos
supresores de los GCs son mediados a través de un sitio que se encuentra en el promotor
de PRL conocido como elemento de respuesta negativa a glucocorticoides (nGRE) y este
mismo elemento es capaz de incrementar la expresion de PRL en ausencia de GCs, esto se
observd de manera particular en células GH3 transfectadas con el promotor de PRL
humano, donde en ausencia de GCs la expresidn de PRL se vio incrementada y sugieren que

Pit-1 se une a nGRE y la represion de los GCs es mediada por el receptor a GCs que es capaz
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de desplazar o bloquear su uniéon a éste sitio (114) (Esquema 1). Sin embargo, el

mecanismo preciso de los GCs en las células pituitarias necesita ser mas estudiado.

Se dice que la PRL, también considerada como citocina, es un mediador bidireccional de
comunicacion entre el sistema neuroendécrino y el inmunolégico. Participa en diferentes
actividades inmunomoduladoras, afecta tanto la maduracién como la diferenciacién de los
linfocitos B y T, e incrementa las respuestas inflamatorias y la produccién de
inmunoglobulinas (33, 37) Ademds, citocinas como el factor transformante B (TGFB) (69) y
el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) (57), son importantes reguladores de las funciones
de los lactotropos (1). La familia de los TGFP son reguladores estan involucrados en la
fisiologia de los lactotropos (45, 69). La inhibicién en la produccién de PRL causada por el
TGFp1 se lleva a acabo, principalmente, a través de la regulacion de la transcripcidn del gen
de PRL. Una regidn entre las -116 y 54 pb 5’ en el promotor de PRL de rata, ha demostrado
ser responsable de los mecanismos de transcripcidn inhibitorios del TGF@1 (52). Sin
embargo, el analisis de la secuencia de esta regidn no muestra ninguna homologia en la
secuencia clasica inhibitoria del elemento de respuesta al TGFf3, lo que sugiere que el
TGFP1 puede actuar a través de una via de sefializacion compleja la cual involucra multiples
elementos en el promotor de la PRL (52), si bien Aun cuando se ha demostrado que la
activina regula de manera negativa la expresion de PRL a través de reprimir la transcripcién

y la expresion de Pit-1 (95), el TGFP actua sin modificar la expresién de Pit-1 (45, 52).

Se ha observado que los estrégenos pueden regular la proliferacion de los lactotropos a
través de reducir la produccidn intrapituitaria de TGFB1 y de estimular la sintesis de TGF(3
(114). Estos factores tienen efectos opuestos, el TGFB1 inhibe y el TGFB3 estimula, tanto
sobre la proliferacion de los lactotropos como la produccién de PRL. De manera
interesante, estos efectos del estradiol con dependientes de la presencia de las células
foliculo estelares (FS) hipofisiarias. Las células FS son blanco de los estrégenos y concentran
la mayor produccién de los factores de crecimiento hipofisiarios (TGFB1, TGFB3, bFGF, IL-6,
entre otros). El TGFB3, inducido por el efecto del estradiol, promueve la produccién de
bFGF por las células FS, el cual se sabe es un potente estimulador de la produccion de PRL,

asi como de la proliferacidn de los lactotropos a través de efectos paracrinos (114).
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De la misma manera se sabe que el estradiol es capaz de activar la via apoptdtica Fas/FasL
en los lactotropos a través de incrementar la produccién de TNFa en la hipd&fisis, el cual
actua a través de su receptor TNF 1 (TNFR1) que se expresa en los lactotropos (30). Se ha
observado que el TNFa puede jugar un papel relevante en la regulacidn de la sintesis y
secrecidon de PRL por la AP. El TNFa incrementa la secrecién de PRL por cultivos primarios
de células hipofisiarias (91, 92, 154) y aumenta la sintesis y secrecién de PRL por la linea
celular GH3 (57). Aun cuando todavia no esta claro el mecanismo por el cual el TNFa activa
la transcripcion de PRL, Friedrichsen y colaboradores postularon que induce la expresién de
PRL a partir de activar la via de NFkB. En células GH3 transfectadas con el promotor de PRL
humana acoplado a luciferasa, encontraron que el TNFa estimula en forma dosis-
dependiente la degradacién del inhibidor de NFkB, IkBa, y la consecuente translocacién de

NFkB al nucleo (57).
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Esquema 1. Promotor de PRL. Tomado de la referencia (114).

2. TGFB y TNFa en la obesidad, en la diabetes y en sus complicaciones.

Citocinas es un término que inicialmente definid6 a mediadores quimicos de la
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comunicacion local entre células del sistema inmune, pero que en la actualidad se asocia
también con mediadores locales y sistémicos de la comunicacién entre otros tipos
celulares. La mayoria de las citocinas estan involucradas en diversos procesos bioldgicos,
incluyendo la proliferacion, la activacién, la diferenciacion y la supervivencia celular
asociadas a funciones integrativas como la hematopoyesis, la embriogénesis, la fibrosis, la
inflamacién y la inmunidad en general. Por lo que no sorprende que citocinas como el
TNFa y el TGFB tengan un papel importante en enfermedades como la artritis reumatoide,
la obesidad y la diabetes, en las cuales ocurre inflamacién crdnica, fibrosis y la destruccién

eventual de tejidos especificos (53).

2.1 Factor de crecimiento transformante beta (TGFp).

Los factores de crecimiento transformantes fueron nombrados bajo ese nombre en
base a sus habilidades para inducir un fenotipo transformado en los fibroblastos del rifndn
de la rata no neopldsicos (123). Los factores de crecimiento transformante beta (TGFfs)
pertenecen a un grupo de proteinas que también incluye a los factores morfogénicos
0seos, a la hormona antimilleriana, a las activinas y a las inhibinas (27). Estas proteinas
comparten alguna homologia estructural, pero es claro que sus receptores son
independientes y participan en distintas funciones. Los TGFfs tienen funciones
pleiotrépicas en varios drganos. Regulan el crecimiento, la diferenciacién y la supervivencia
de diferentes tipos de células (97), por lo que se les considera factores de crecimiento.
También influyen en distintas células del sistema inmune, por lo que también se les
considera como citocinas (40). En los mamiferos los TGFfs se presentan en tres isoformas
(TGFP1, TGFB2 y TGFP3). Aun cuando cada subtipo de TGFPs se encuentra codificado por
genes diferentes, todos muestran homologia en su secuencia y tienen mecanismos

similares para el procesamiento y para la activacidn de genes (122).

Los TGFPs se producen a partir del procesamiento de una proteina precursora (pro-TGFfs)
la cual esta conformada por dimeros. Ambas proteinas se cortan dentro del aparato de
Golgi y se mantienen asociadas de manera no-covalente dentro del llamado complejo de

asociacion de TGFfs, a su vez covalentemente unido a proteinas de union al TGFf latente
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(LTBPs) presentes en el espacio extracelular, lo que a su vez conforma al gran complejo de
TGFp latente o inactivo (133). Para la obtencién del TGFf activo es necesario que se lleve a
cabo su liberacion de este gran complejo. Existen varias formas para inducir la liberacién
de los TGFPs in vitro que incluyen la acidosis y el corte proteolitico (88). Sin embargo,
todavia no se conoce con exactitud los mecanismos fisioldgicos por los que se lleva a cabo
esta liberacién. Los TGFf3s son producidos por una gran variedad de tejidos, y una vez
liberados pueden viajar como dimeros hasta llegar a sus receptores que se encuentran en
la superficie extracelular de las células blanco. Los TGFfs se unen a sus receptores con una
alta afinidad (Kd= 1 a 60 pM) (139). Los receptores a TGFfs estdn compuestos por un
complejo heterodimérico conformado por el receptor a TGFf} del tipo | y el del tipo I, los
cuales pertenecen a la familia de receptores serina/treonina cinasa (93) (152). La via de
sefalizacion de los TGFf3s que predomina es la activacion de las SMADS (63), aunque

también puede participar en otras cascadas de sefalizacién (101).

Los TGFPs inhiben el crecimiento y las funciones normales de las células epiteliales y
estimulan el crecimiento de tumores (100). En la hipofisis normal y en los prolactinomas,
se ha observado que el TGFB1 inhibe la proliferaciéon de los lactotropos (41, 118, 129),

mientras que el TGFB3 estimula su proliferacidon (68).

2.2 Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa)

El TNFa es una potente citocina pro-inflamatoria producida por muchos tipos
celulares, incluyendo los macrdéfagos, los monocitos, los linfocitos, los queratinocitos y los
fibroblastos, ya sea en respuesta a una infeccién, a una herida o algun otro reto ambiental.
El TNFa produce un amplio espectro de respuestas a nivel celular que se traducen en
acciones sobre el organismo completo y que incluyen la activacidén, migracién proliferacién,
diferenciacién y apoptosis celular que, en el caso de la fase aguda de la respuesta
inflamatoria, resultan en fiebre, inflamacién, autoinmunidad, etc (13). Una de las acciones
mas conocidas del TNFa es la citotoxicidad mediada por los macréfagos y que es debida a

los efectos pro-apoptoticos del TNFa (60).
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En los mamiferos, se sabe que el TNFa afecta funciones fisiolégicas de diversos tipos
celulares, incluyendo a las células que no pertenecen al sistema inmunolégico, donde
afecta procesos asociados al metabolismo y la reproduccién. Al respecto, el TNFa es
altamente reconocido como regulador del metabolismo de los lipidos en el tejido adiposo y
el catabolismo de proteinas en el musculo que afectan enfermedades tales como la
resistencia a la insulina en la obesidad y la diabetes (60).

El TNFa se expresa en dos diferentes formas moleculares: un forma soluble y madura de 17
kDa y una forma insoluble, transmembranal de 26 kDa. La gran mayoria de las acciones
descritas para el TNFa en las células corresponden a la forma madura y soluble, la cudl es
producida a través del corte proteolitico de la porcién extracelular de la forma
transmembranal denominada pro-TNFa (60). El TNFa ejerce sus efectos a través de dos
receptores de superficie celular distintos: el TNFR1 (p55) y el TNFR2 (p75). Ambos
receptores son glicoproteinas transmembranales con un alto grado de homologia
estructural y, aparentemente, se expresan en todos los tipos celulares. Es bien conocido
qgue el TNFa se une a ambos receptores con una alta afinidad y, aunque generalmente se
habia propuesto que el TNFR1 media la mayoria de las acciones celulares del TNFa, ahora
se conoce que el TNFR2 también media muchas de las acciones bioldgicas del TNFa, incluso
se ha observado que el TNFR2 se une a la forma transmembranal de 26 kDa de TNFa con

una alta afinidad y transduce efectos celulares de dicha forma insoluble (60).

La exposicidn de TNFa a las células puede dar como resultado la activacién de una cascada
de caspasas que conduce a la apoptosis (13). Sin embargo, también es comun que la unidn
de TNFa a sus receptores provoque la activacion de dos factores de transcripcion
principales, AP-1 y NF-kappa B, que a su vez inducen genes implicados en otros procesos

celulares asociados a las respuestas inflamatorias crénicas y agudas (13).

2.3 TGFB y TNFa en la Obesidad y la Diabetes

En las ultimas dos décadas, ha surgido abundante evidencia que demuestra un lazo
muy cercano entre el metabolismo y la inmunidad. Se sabe bien que la obesidad esta

asociada con un estado crénico leve de inflamaciéon (151) y se ha propuesto que este
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mecanismo de inflamacidon crénica puede desencadenar la diabetes a través de
incrementar la resistencia a la insulina. Efectivamente, en la obesidad el incremento en los
niveles de citocinas proinflamatorias y de acidos grasos libres (FFAs) impiden que se active
la via de sefalizacion de la insulina y por ende la translocacién de los transportadores de
glucosa a las membranas de las células blanco responsables de la internalizacion de la
glucosa en los diversos tejidos, lo que conduce al incremento en los niveles de glucosa en la

circulacion.

Muchas hormonas, citocinas, factores de crecimiento, hormonas y lipidos bioactivos
pueden funcionar modificando el metabolismo como la respuesta inmune. Ademas de
usar parte de la misma magquinaria celular, los sistemas metabdlicos e inmunoldgicos son
capaces de regularse mutuamente (151). Una de las primeras relaciones moleculares que
se observaron entre la obesidad y la inflamacién fue el que el TNFa se veia sobre-
expresado en el tejidos adiposo de modelos de obesidad en roedores (73). Ahora se
conoce que en el modelo de obesidad y diabetes tipo 2 inducido a través de una dieta alta
en grasas (HFD) se encuentran incrementadados tanto el TNFa como el TGFB (19, 126) en
el tejido adiposo y en el musculo. De hecho, los niveles de TGFB se incrementan en el
suero de ratones alimentados con HFD (153), los cuales presentan altos niveles de glucosa
en sangre, un incremento en su masa corporal y esteatosis hepatica, entre otras
alteraciones, y estos sintomas mejoran cuando de inmunosecuestra al TGFB. Por su parte,
se ha propuesto que el TNFa, producido por el tejido adiposo, contribuye muy
importantemente a la resistencia a la insulina que desencadena la diabetes en estos
modelos de animales obesos (71). Por ejemplo, el TNFa induce resistencia a la insulina en
adipocitos, musculo esquelético e higado (72); y la deplecién genética del TNFa o de su
receptor, protegen contra la resistencia a la insulina que ocurre bajo la HFD (73, 148).
Ademas, el TNFa se sobre-expresa tanto en el tejido adiposo como en el musculo de
pacientes con obesidad (71, 125) y existen evidencias de que tanto el TGFB como el TNFa

aumentan en la circulacion de pacientes diabéticos (34, 46, 62).

Dado que el TGFB y el TNFa se asocian con la patofisiologia de la diabetes y con el

sindrome metabdlico, que ambas citosinas se expresan en la hipdfisis anterior (54, 107,
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114), y que el TNFa estimula y el TGF inhibe la secrecion de la PRL en cultivos primarios de
células hipofisiarias (92, 105, 129, 130, 154) y de lactotropos (células hipofisiarias
secretoras de PRL) transformados (52, 57), proponemos que dichas citocinas pudieran ser
parte de los mecanismos capaces de afectar la secrecion de esta hormona bajo

padecimientos metabdlicos como la obesidad y la diabetes.
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HIPOTESIS

La secrecion de la PRL hipofisiaria se altera en la obesidad y en la diabetes experimental y

el TNFa y el TGFB estdn involucrados en dicha alteracion.

OBJETIVO GENERAL

Investigar el perfil de sintesis y secrecion de PRL adenohipofisiaria durante la obesidad y la
diabetes experimental, y el posible papel que tanto el TNFa como el TGFB podrian

desempefiar en este proceso.

OBJETIVO PARTICULARES

Analizar la interaccion entre el TNFa, el TGFB y la PRL en estudios in vitro e in vivo.

1. Estudios in vitro:
Determinar los efectos aislados y combinados del TNFa y del TGFB sobre la sintesis
y secrecién de la PRL por lactotropos en cultivo.

2. Estudios in vivo:
Estudiar los niveles circulantes de la PRL y la expresidn de de la PRL, del TNFa y del
TGFB en la hipdfisis de ratas sanas y bajo los modelos experimentales de obesidad y
de diabetes inducidas por dieta alta en grasa (HFD) y estreptozotocina,

respectivamente.
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MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular GH4C1.

Utilizamos la linea celular GH4C1 derivada de las células GH3 que fueron aisladas en
1966 a partir de un tumor hipofisiario inducido por rayos X en la rata y que produce tanto
hormona de crecimiento como PRL (143). Las células GH4C1 producen principalmente PRL
y han sido utilizadas ampliamente para estudiar la regulacion de su sintesis y secrecién
(92). Las GH4C1 se mantuvieron entre los pasajes 3y 10 y se cultivaron a 37°C en presencia
de 5% C0O,-95% de aire en medio F10 (Sigma Chemicals, St. Lois, MO) conteniendo 15% de
suero de caballo inactivado (GIBCO, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA), 2.5% de suero
de ternera inactivado (CALF; GIBCO), y 1% de penicilina-estreptomicina. Las GH4C1 se
sembraron en cajas de 24 pozos a una densidad de 5x10* células por pozo o en cajas de 12
pozos a una densidad de 5x10° y se incubaron por 48 h. Posteriormente se cambio el medio
a DMEM alto en glucosa (25 mM) adicionado con una baja concentracién de suero fetal
bovino (0.5% SFB) y permanecieron en incubacién por 24 h con el propdsito de sincronizar
su ciclo celular. Al cabo de este tiempo, las células fueron tratadas con las distintas
concentraciones de TGFB y/o TNFa por 48 h. El TGFB y el TNFa recombinantes humanos
fueron obtenidos de R&D Systems (Minneapolis, MN). Las concentraciones de ambas
citocinas fueron comparables a aquellas usadas previamente en estudios in vitro similares
(45, 57). Al final de la incubacién la células fueron contadas y su viabilidad fue evaluada

por el método de exclusidn por tincidn con azul de tripano.

Modelos animales de obesidad y diabetes.

Uno de los modelos de obesidad y sindrome metabdlico mas utilizados esta ligado a
la diabetes. En este modelo se reproducen altos niveles de glucosa (>120 mg/dl en ayuno) y
la resistencia a la insulina caracteristicos de pre-diabetes y diabetes tipo 2 (79).
Se usaron ratas Wistar macho a las que se les mantuvo bajo condiciones de laboratorio
estadarizadas (22°C, bajo ciclos de luz oscuridad de 12 h y acceso al agua y al alimento ad

libitum). Para inducir la obesidad a los animales se les alimenté con una dieta alta en grasas
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(HFD) (Open Source Diet D12492; Research Diets, Inc.) a partir de las cuatro semanas de
edad y a los animales control se les continud alimentando con una dieta normal (CD). En la
HFD el 60% de las calorias proviene de lipidos, mientras que en la CD solamente el 13%. Los
animales se mantuvieron en las dietas respectivas durante 10 semanas. El peso corporal de
los animales se monitored cada semana. Al cabo de nueve semanas con la HFD o la CD se
evaluaron los niveles circulantes de glucosa en condiciones de ayuno (ocho horas) o de
posprandio (que se miden al cabo de dos horas de ayuno). Durante esta misma semana se
les determind la resistencia a la insulina por medio de un ensayo de tolerancia a la insulina.
Para inducir diabetes se inyectaron intraperitonialmente (i.p.) ratas Wistar macho (250-350
g) con una dosis de estreptozotocina (STZ; 60 mg/kg, en un amortiguador de citratos 10
mM, pH 4.5) o el vehiculo (amortiguador de citratos) para las ratas control, después del
ayuno de toda una noche (12 a 18 horas). La STZ destruye selectivamente a las células
beta-pancredaticas generando hiperglicemia (141). Pasadas 48 horas se determinaron los
niveles de glucosa y aquellas ratas que mostraron un valor mayor a 250 mg/dl de glucosa
en sangre fueron consideradas diabéticas. Este modelo es muy utilizado para valorar
complicaciones de la diabetes debidas a hiperglicemia, i.e., retinopatia (119) y nefropatia
(80). Es importante mencionar que la STZ puede actuar a través de dos vias: por el efecto
citotéxico directo y por un efecto indirecto el cudl da lugar a un proceso inflamatorio
causado por la destruccion del tejido pancreatico. En este segundo proceso hay un
incremento de citocinas inflamatorias entre las que se encuentra el TNFa. (75).

Después de 10 semanas con la HFD o 6 semanas posteriores a la inyeccion de STZ, los
animales fueron sacrificados, anestesiados por medio de la inhalacion de CO2 seguida de la
decapitacion entre las 10:00 y 14:00 horas, y se determinaron los niveles de expresién del
ARN mensajero en la HA, asi como los niveles circulantes proteicos de PRL, TGFB y TNFa.
También fueron evaluados los niveles de proteina de TGFP y TNFa en las HA ratas controles
y diabéticas después de 6 semanas posteriores a la inyeccidon de STZ. Para evitar la
liberacion de PRL inducida por estrés, los animales fueron manipulados diariamente

durante los 7 dias previos al sacrificio.
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Ensayo de tolerancia a la insulina (ITT):

A los animales se les retird el alimento a las 9:00 am y al cabo de dos horas de
ayuno (11:00 am) se les registr6 sus niveles de glucosa en sangre (tiempo O0).
Posteriormente se les administrd intraperitonealmente una dosis de 0.75 U/kg de insulina
(Humulin R, Eli Lilly & Co., Indianapolis, IN) y al cabo de 15, 30, 60 y 120 minutos
posteriores a la i.p. de insulina se les midié los niveles de glucosa en sangre, los cuales se
determinaron mediante el uso de un glucometro, las muestras de sangre fueron tomadas

de la punta de la cola de las ratas mediante el uso de una lanceta.

RT-PCR cuantitativo en tiempo real.

El ARN mensajero total de PRL, de TNFay de TGFB se extrajo de las AP o de las
células GH4C1, ambas previamente congeladas (-70°C), mediante el uso del método del
isotiocianato de guanidina. El cDNA fue sintetizado a partir de 1lug del ARNm total,
mediante el uso de un estuche comercial (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit,
Applied biosystems). Los productos del PCR fueron detectados y cuantificados con Maxima
SYBR Green / ROX gPCR Master Mix (Thermo Scientific, Auburn, AL) en un volumen de
reaccion final de 10 ul que contiene 5 ul del cDNA y 0.5 uM de cada uno de los pares de
cebadores especificos para la PRL de rata (sentido 5’-TGG CAG AAC AGA AGG TTT GA-3’ y
antisentido 5’-CCA TGA ACA GCC AAG TGT CA-3’), para el TNFa de rata (sentido 5’-GGG CTT
GTC ACT CGA GTT TT-3’ y antisentido 5’-TGC CTC AGC CTC TTC TCA TT-3’) o para el TGFB de
rata (sentido 5’-CAC GAT CAT GTT GGA CAA CTG CTCC-3’ y antisentido 5’-CTT CAG CTC CAC
AGA GAA GAA CTGC-3’). La amplificacidn realizada por el sistema de deteccidn CFX96TM
PCR en tiempo real (Bio-Rad) incluyé un paso de desnaturalizacion de 10 minutos a 95°C,
seguido de 40 ciclos de amplificacién (10 segundos a 95°C, 30 segundos a la temperatura
de templado especifico de cada uno de los pares de oligonucleétidos y 30 segundos a

72°C). Los datos de PCR fueron analizados por el método 24

, ¥y los umbrales de ciclo se
normalizaron a los genes caseros GAPDH (en las APs) o 18S (en las células GH4C1) para
calcular los niveles de expresion de los genes de interés. Se utilizaron diferentes genes
caseros porque la expresion de GAPDH fue muy estable en las AP de los diferentes grupos

de ratas, pero no en las células GH4C1, donde su expresidn varid entre tratamientos.

32



Mientras que el 18S fue un buen gen de expresidn constitutiva para la linea celular.

Niveles de PRL, TGFB y TNFa.

Los niveles de PRL en los medios de las células GH4C1 asi como en los sueros de las
ratas alimentadas con dieta control (CD) o HFD se determinaron por el
radioinmunoanalisis convencional (RIA) usando los procedimientos estandarizados vy los
reactivos proporcionados por el programa National Hormone and Pituitary Program y por
el Dr. A. F. Parlow (Habor University of California, Los Angeles Medical Center). En las ratas
control y diabéticas inducidas por STZ se analizaron los niveles de PRL por medio del
bioensayo con células Nb2, que es un procedimiento estandarizado basado en la respuesta
proliferativa a la PRL de las células de linfoma Nb2 (142). Los niveles circulantes de TGFB y
de TNFa fueron cuantificados por medio de los ELISAs de R&D Systems (Minneapolis, MN)
y de BD Biosciences (San Diego, CA), respectivamente. Los niveles de TGFB y TNFa en las
hipdfisis se evaluaron por los ELISAs de Cloud-Clone Corp. (Houston, TX) and Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO), respectivamente, que estan disefiados para cuantificar los niveles de

ambas citocinas en lisados tisulares.

Andlisis estadistico.

Todos los resultados se repitieron tres veces o mas en experimentos
independientes. Los datos se presentan como el promedio + error estandar de la media.
Las diferencias estadisticas se determinaron mediante la prueba t de Student (entre dos
grupos) o por medio de andlisis de varianza (ANOVA) en mas de dos grupos. Para
determinar las diferencias estadisticas cuando habia la combinacién de dos factores (TGFB
o TNFa) se utilizé un ANOVA de dos vias seguido de una prueba post-hoc de Bonferroni. Y
para realizar el andlisis estadistico entre el efecto sélo de las diferentes dosis de TGFp se
usé un ANOVA de una via seguido de la prueba post-hoc de Bonferroni. Cuando los valores
de P<0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Los andlisis estadisticos se
realizaron con el Sigma Stat 7.0 (Sigma Stat 7.0, Systat Software Inc, San Jose, CA) y el
GraphPad Prism® (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA).
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RESULTADOS

1. Estudios in vitro.

Efectos opuestos del TGFB y del TNFa sobre la expresion y la secrecion de PRL por las

células GHA4C1.

Estudios realizados sobre cultivos primarios de AP (92, 129), habian mostrado que el
TGFB inhibe (45, 52) y el TNFa estimula (57) la expresién de PRL por las lineas celulares de
lactotropos GH3 y GH4. En este trabajo, confirmamos estos hallazgos en las células GH4C1,
una linea celular derivada de las células somatomamotrépicas GH4 y que, por ende,
contrastan con las GH3 que producen primariamente PRL (143). Mostramos que el
tratamiento con diferentes concentraciones de TGFpB reduce los niveles del ARN mensajero
de PRL en los lisados celulares (Figura 1Ay B) y los niveles de PRL en el medio condicionado
de las células (Figura 1E y F). La co-administracién de TGFB con una concentracién alta de
TNFa (50 ng/ml) no solo bloqued la inhibicion debida al TGFB sino, en algunos casos,
transformé la inhibicion en estimulacion (Figura 1B y F). Por otra parte, la estimulacion por
la concentracion alta de TNFa se redujo en la presencia de altas concentraciones de TGFf
(Figura 1B y F). De manera similar, encontramos que diversas concentraciones de TNFa
estimulan la expresion del ARN mensajero de PRL asi la secrecion de la hormona y que esta
estimulacion se bloquea por la co-incubacién con una concentracién maxima inhibitoria de
TGFB (10 ng/ml) (Figura 1Cy G). El antagonismo funcional entre las dos citocinas se ilustra
mejor cuando las células se trataron simultdneamente con altas concentraciones de ambas
citocinas, en cada caso los niveles de expresidn y secrecion de PRL fueron
significativamente distintos a aquellos que se observaron cuando las células fueron
tratadas con cada una de las citocinas solas y fueron similares a los valores obtenidos en el
control, donde las células no recibieron ninglin tratamiento, mostrando esencialmente que
son capaces de cancelar los efectos de una y otra (Figura 1D y H). Cabe mencionar que ni el
TGFB, ni el TNFa en sus concentraciones mas altas de inhibicién (10 ng/ml) y estimulacién
(50 ng/ml), respectivamente, modificaron la viabilidad o el niUmero total de células (Figura

2Avy B).
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Figura 4. La expresion hipofisiaria y los niveles séricos de PRL, TGFB, y TNFa de ratas obesas
alimentadas con HFD. La expresion en la hipdfisis anterior de PRL (A), TGFB (B) o TNFa (C) fue
medida por gRT-PCR; los niveles séricos de PRL (D) se evaluaron por RIA, los de TGFB (E) y TNFa (F)
se analizaron por ELISA en ratas alimentadas con una dieta control (CD) o una dieta alta en grasas
(HFD) por 10 semanas. Los valores son el promedio + el error estdndar. Los niumeros dentro del
paréntesis indican los valores de n. *p< 0.05 vs. CD de acuerdo a la prueba t de Student.

Peso corporal y niveles de glucosa en el modelo de diabetes inducido por

estreptozotocina (STZ) en la rata

El modelo de diabetes en ratas inducido por la administracion de STZ es un modelo
bien caracterizado y muy utilizado de diabetes tipo 1 (85). Seis semanas después de la
administracion i.p. de STZ, estds ratas mostraron una reduccion en el peso corporal del 21%

y una marcada hiperglicemia, comparadas con las ratas control (Figura 5A y B).
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DISCUSION

La PRL es una hormona con acciones metabdlicas. La PRL participa en la
homeostasis metabdlica a través de promover la proliferacién, la supervivencia y la
produccién de insulina por las células beta pancreaticas (56, 144) y a través de estimular la
ingesta de alimentos (28), la sensibilidad a la insulina (159) y el crecimiento y la funcién del
tejido adiposo (16). Estudios clinicos en grupos grandes de pacientes mostraron que
niveles circulantes bajos de PRL, si bien dentro del rango fisioldgico normal, se asocian con
la resistencia a la insulina y la presencia de diabetes tipo 2 (12). Ademas, los bajos niveles
de PRL en la circulacién de nifios obesos se correlacionan con un incremento en la
resistencia a la insulina, la inflamacién y el indice de masa corporal (36). Asimismo, en
consistencia con los estudios clinicos, los niveles circulantes de PRL se reducen en las ratas
diabéticas inducidas por STZ (21, 140), en ratones donde la obesidad se induce por medios
quimicos (135), y en los modelos transgénicos de diabetes y obesidad db/db (134) y ob/ob
(96), respectivamente. Finalmente, se conoce que los niveles circulantes de PRL medidos a
lo largo del dia se modifica en ratas macho alimentadas con HFD (31) y que los niveles de

PRL se reducen en el suero de ratones hembra alimentados con HFD (136).

En este trabajo corroboramos la reduccion en los niveles circulantes de PRL observado en
los modelos de ratas obesas y diabéticas inducidos con HFD y con STZ, respectivamente.
Ademas, mostramos que los niveles del ARNm de la PRL se reducen en la AP bajo dichas
condiciones experimentales, sugiriendo que ésta disminucidn en la regulacion de la sintesis
de PRL contribuye a la reduccién en los niveles sistémicos de la hormona. El decremento
en los niveles del ARNm de PRL puede también reflejar una disminucion en el nimero de
lactotropos. A este respecto, se conoce que la cantidad de PRL, asi como el nimero de
lactotropos y de granulos secretores de PRL, se reduce, al tiempo que aumenta la apoptosis

de los lactotropos, en las AP de ratas con diabetes inducida con STZ (9, 10, 155).

La dopamina (DA) es el principal inhibidor de la sintesis y de la secreciéon de PRL (14), y

existen varios factores tanto dependientes como independientes de DA que actuan de
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manera central y local para regular la sintesis y secrecion de PRL hipofisiaria en las
enfermedades metabdlicas (94, 114). El incremento en la masa del tejido graso, la
hiperinsulinemia y la hiperleptinemia pueden modificar la secrecién de PRL en la obesidad
y la diabetes (94). Sin embargo, en este estudio mostramos que en ambos modelos, tanto
las ratas con obesidad inducida por una HFD como en las ratas con diabetes inducida por
STZ, tiene lugar la disminucién en los niveles de sintesis y secrecidon de PRL hipofisiaria, a
pesar de los cambios opuestos tanto en el peso (4, 85) (resultados en este estudio), como
en los niveles de leptina (11, 137) y de insulina (85, 116) reportados bajo estas condiciones
experimentales, sugiriendo que otros factores ademas del incremento en la masa del tejido
graso y de los niveles altos de leptina y de insulina en sangre podrian ser responsables de la
alteraciéon observada en los niveles de PRL. En la busqueda de factores capaces de regular

a la PRL comunes a ambos modelos, evaluamos al TGFB y al TNFa.

Tanto el TGFB como el TNFa aumentan en la circulacién de pacientes con obesidad y
diabetes (36, 46, 62, 153, 157), en roedores alimentados con HFD (47, 153) y en ratas
diabéticas inducida por STZ (48, 50). El TGFB promueve la adiposidad y la enfermedad
glomerular durante la obesidad y/o la diabetes, y ambos tejidos tanto el adiposo como el
renal son las principales fuentes del TGFB sérico (35, 50, 51, 153). También, el TNFa es
producido y liberado por adipocitos estresados a partir de los depdsitos de grasa y por la
activacion de macréfagos provenientes de tejidos como el graso, el musculo, y el higado
para mediar efectos locales y sistémicos del TNFa sobre el metabolismo, la inflamacion y la
funcién vascular (62, 83). Cabe sefialar, que ambas citocinas tienen efectos sobre la
secrecion de PRL. El TGFp inhibe y el TNFa estimula la sintesis y secrecion por lactotropos
en cultivo (45, 52, 57, 92, 129). Debido a que ambas citocinas se incrementa durante la
obesidad y la diabetes, investigamos el resultado de tratar a las células GH4C1 con la
combinacion de las dos citocinas sobre la sintesis y secrecién de PRL. Observamos que el
TGFB inhibe y el TNFa estimula la sintesis y la liberacion de PRL de manera dependiente de
la dosis y que estos efectos no parecen involucrar una alteracién de la viabilidad o de la
proliferacidon celular. Interesantemente, las dos citocinas fueron capaces de antagonizar el
efecto de la otra, sugiriendo que la regulacién a la alta o a la baja de la sintesis de PRL

puede ser determinada por sus concentraciones relativas. Propusimos como hipétesis que
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si estas citocinas influyen sobre la regulacion a la baja de PRL observada en la obesidad y en
la diabetes que los efectos inhibitorios del TGFB prevalecerian sobre la accion estimulatoria

del TNFa.

De acuerdo con estudios previos, encontramos que las concentraciones de ambas citocinas
se encuentran elevadas en la circulacién de las ratas alimentadas con una HFD y que el
TGFB también se incrementa en el suero de ratas diabéticas inducidas por STZ. Sin
embargo, en contraste con un trabajo previo (50), los niveles sistémicos del TGFB se
reducen en las ratas diabéticas inducidas con STZ. Se desconoce la razon de esta
discrepancia. El TGFB en el suero de estas ratas podria provenir del rifndn debido a la
nefropatia generada en estos animales (35). Es posible que un estado temprano de
nefropatia asociado a la exposicion mas corta de hiperglicemia de nuestro estudio (6 versus
10 semanas) haya influenciado los niveles séricos de TGFB. Sin embargo, las
concentraciones de TGFP y de TNFa que se encuentran en la hipdfisis y que afectarian la
secreciéon de PRL no necesariamente tendrian que provenir de la circulacién. Se sabe que
ambas citocinas se expresan en la hipdfisis anterior. La produccion de TGFB parece estar
restringida a las células foliculo estelares (84) y a los lactotropos (26). En éste ultimo tipo
celular, la sintesis de TGFB es regulada a la alta por la dopamina y a la baja por los
estrégenos para modular la secrecion de PRL y la proliferacién de los lactotropos (26, 120,
128). El TNFa se produce en la hipdfisis anterior por los macréfagos y por las células
somatotrépicas (8). Debido a esto, es importante conocer si los niveles de TNFa y de TGF

se modifican en la hipdfisis anterior durante la obesidad y la diabetes.

Hasta donde sabemos, este es el primer trabajo que muestra que la expresidén de TGFp se
eleva y que la de TNFa se reduce en la hipdfisis anterior de ratas obesas inducidas por la
HFD, que ademas son cambios que coinciden con las acciones observadas de ambas
citocinas sobre PRL in vitro y que podrian explicar la disminucion en la sintesis y secrecién
de PRL. También mostramos que los niveles de expresiéon del ARNm y de proteina de
ambas citocinas aumentan en las hipofisis anteriores de ratas diabéticas inducidas por STZ.
El aumento en la expresidn de TNFa es consistente con un reporte previo que muestra que

los niveles proteicos de TNFa en la hipodfisis se elevan este modelo de ratas diabéticas,
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donde es propuesto como un mecanismo por el cual se induce la apoptosis que media la

pérdida de los lactotropos que tiene lugar en la diabetes (10).

El aumento en la expresién de TGFB y de TNFa en las AP de las ratas diabéticas, la
reduccion de los niveles séricos de TGFB en la diabetes, y el aumento del TNFa sistémico en
la obesidad y en la diabetes, son dificiles de conciliar con la reduccién en la expresién y en

los niveles circulantes de PRL.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos con la linea de las GH4C1 , donde el
incremento en la concentracién de TNFa es capaz de bloquear el efecto inhibitorio del
TGFB, podemos proponer que la prevalencia del efecto inhibitorio del TGFB sobre la
regulacién a la alta de la PRL por el TNFa en nuestro modelos in vivo puede deberse no
solamente a las concentraciones endégenas de ambas citocinas sino también a la afinidad
por la unién a sus receptores. En las ratas diabéticas la concentracién de ambas citocinas
en la hipofisis es similar (122 vs. 72 pg/ml de proteina de TGFB y TNFa, respectivamente),
pero el valor de la Kd del receptor 2 de TGFB (TGFB R2) es 20 y 7 veces menor que los
valores de la Kd de los receptores 1 (TNFa R1) (1.23 nM) y 2 (TNFa R2) (0.36 nM) de TNFa,
respectivamente (99, 121). Ademas, los niveles circulantes de TGFB medidos en las ratas
diabéticas (316 pg/ml, i.e., 25.3 pM) y en las alimentadas con HFD (674 pg/ml, i.e., 53.9
pM) son similares la concentracidon de Kd del TGFB R2, mientras que los niveles sistémicos
de TNFa tanto en las ratas diabéticas (47 pg/ml, i.e., 2.8 pM) como en las alimentadas con
HFD (39 pg/ml, i.e., 2.3 pM) son mas de 400 y 100 veces menores que los valodes de la Kd
de los recetores TNFa R1 y TNFa R2, respectivamente. De manera, que podria ser posible
que los niveles enddgenos del TGFB puedan ser mas efectivos que los del TNFa.
Alternativamente, es importante hacer notar que el efecto del TNFa puede no ocurrir o
convertirse en inhibicién, dependiendo de complejas interacciones in vivo.
Concentraciones de TNFa similares a las que encontramos que pueden estimular a la PRL
en nuestros estudio in vitro, pueden no tener ningun efecto (104), inhibir la liberacion de
PRL (65, 145), o promover la apoptosis de los lactotropos (30), dependiendo de la duracién
a la exposicion al TNFa, del sexo de los animales, de la influencia de los esteroides

gonadales y de la edad de los animales. Ademas, la apoptosis de los lactotropos ocurre en
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el modelo de ratas ratas diabéticas inducido por STZ (10), por lo que es posible que el
aumento en el TNFa hipofisiario obsevado en este modelo reduzca la PRL hipofisiaria de

una manera indirecta a través de promover la apoptosis de los lactotropos.

Los cambios en los niveles de expresion en la hipdfisis y circulantes de TGFB y de TNFa
encontrados en la obesidad y la diabetes, en conjunto con los efectos reciprocos directos
de ambas citocinas sobre la sintesis y secrecién de PRL en la hip&fisis, sugieren que el TGFB
y el TNFa juegan un papel importante en la regulacidn local y sistémica de la inhibicién de
la secrecién de PRL en las enfermedades metabdlicas. El andlisis de esta posibilidad
requiere de estudios futuros que permitan analizar si el bloqueo selectivo de una u otra

citocina en el microambiente hipofisiario modifica los niveles de la PRL.

La interaccidn funcional entre el TGFB y el TNFa plantea la pregunta de qué controla su
produccidn hipofisiaria en la obesidad y la diabetes. El TGFB es regulado positivamente por
la DA en los lactotropos (120, 128) y su produccién puede estar relacionada con la sobre-
activacién de la DA hipotalamica que ocurre en la obesidad (135, 136) y en la diabetes
(140). La produccién de TNFa en la hipdfisis anterior podria ser en respuesta al estrés (87).
El TNFa afecta la secrecion de ACTH por las células hipofisiarias (58) y se ha observado que
el TNFa es regulado a la alta por el estrés relativamente débil debido a una inflamacién
sistémica (87) como la que ocurre en la obesidad (98) y en la diabetes tipo 1 (113). Un
control metabdlico deficiente también puede desencadenar la expresién del TNFa (48) y la
hipoglucemia estimula la secrecidén de PRL en pacientes diabéticos con bajo control (90).
Estudios futuros deberan evaluar si los cambios en la expresion de TGFP y de TNFa en la
hipdéfisis tienen impacto sobre los transtornos metabdlicos no mediados a través de su

accion sobre la PRL.
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CONCLUSIONES

El presente estudio demuestra que la reduccion de la secrecién de PRL en las hipdfisis de
ratas obesas y diabéticas se correlaciona con cambios en la expresion hipofisiaria de dos
citocinas metabdlicamente relevantes, el TGFB y el TNFa. Se postula que un desequilibrio
en la hipdfisis anterior entre las dos citocinas, derivado de la alteracién de sus niveles
locales y sistémicos, favorece la regulacion a la baja de la PRL en los trastornos
metabdlicos. Estos resultados ayudan a establecer el contexto de la regulacion de la PRL
por el TGFB y el TNFa, una hormona con reconocida influencia sobre la homeostasis
metabdlica que, cuando es regulada negativamente, puede agravar las alteraciones
metabdlicas debidas a la obesidad y a la diabetes. Sin embargo, se necesitan mas estudios

para probar estas hipétesis.
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