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1. Eje hipotadlamo-hipo6fisis-adiposo

El tejido adiposo blanco ha sido considerado clasicamente como un
almacén de reservas energéticas en forma de triacilgliceroles. En condiciones
de ayuno prolongado estas reservas se movilizan para ser liberadas como
acidos grasos que son oxidados en el higado y musculo. Sin embargo, el
descubrimiento de la produccion del tejido adiposo de un péptido capaz de
regular el balance energético (Zhang y cols., 1994), produjo un enorme cambio
conceptual pasando a considerarle un tejido endocrino; a dicho péptido se le
denomina leptina. Posteriormente se han descubierto numerosas moléculas
proteicas o de otra naturaleza, sintetizadas y secretadas por los adipocitos,
conocidas genéricamente como adipocitocinas (o adipocinas). Alguna de estas
adipocitocinas son la adiponectina, el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa),
interleucinas 1 y 6 (IL-1, IL-6), la angiotensina, el inhibidor del plasminégeno
tipo 1 y estrogenos. Dichas moléculas actuan sobre la homeostasis energética,
la funcion neuroendocrina asi como, en la funcién inmunitaria y procesos
inflamatorios (revisado en Trayhurn y Beattie 2001; Ahima, 2006).
Adipocitocinas como la leptina y la adiponectina tienen receptores en el
hipotdlamo al que informan sobre las reservas de grasa. Asi por ejemplo,
cuando hay abundante grasa acumulada, aumenta la secrecion de leptina,
cuyo efecto anorexigénico provoca que el hipotdlamo inhiba el apetito. Por
tanto, el tejido adiposo envia sefales al sistema nervioso que regulan procesos

metabdlicos.
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En un nuevo paso en el entendimiento del papel funcional del tejido
adiposo, desde los afios 80 se han acumulado evidencias de la existencia de
receptores de hormonas y péptidos liberados por el hipotalamo y la hipdfisis en
las células adiposas maduras, al menos en cultivo. En concreto se han
detectado el ARNm y/o la proteina de los receptores 1 y 2 del péptido
hipotalamico CRH (Seres y cols., 2004), de receptores de oxitocina (Boland y
Goren, 1987; Gimpl y Fahrenholz, 2001; Schaffler y cols., 2005) y vasopresina
(Schaffler y cols., 2005), y de receptores de las hormonas adenohipofisarias
PRL (Ling y cols., 2003; Schaffler y cols., 2005), TSH (Sorisky y cols., 2000;
Schaffler y cols., 2005), GH (Hellgren y cols., 2001; Schaffler y cols., 2005),
ACTH (Grunfeld y cols., 1985; Norman y cols., 2003; Schaffler y cols., 2005) y
MSH (Boston y Cone, 1996; Norman y cols., 2003; Schaffler y cols., 2005). Sin
embargo, no se han detectado receptores de las gonadotropinas
adenohipofisarias FSH y LH (Schaffler y cols., 2005). Todo esto ha llevado a
plantear la existencia de un eje hipotalamo-hipdfisis-adiposo (Schaffler y cols.,
2005, 2006), en el que el cerebro, a través de la hipdfisis, controlaria multiples
funciones del tejido adiposo (Fig. 1). Dichas hormonas tendrian un papel en la
secrecion de adipocitocinas, regulando directamente las funciones en las que
participan los adipocitos (revisado en Schaffler y cols., 2006). No obstante,
hasta el momento no se ha encontrado ninguna hormona/péptido hipotalamico

o hipofisario especifico que actue soélo sobre los adipocitos.
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Figura 1. Hipotesis del eje hipotalamo-hipdfisis-adiposo planteada por
Schaffler y cols., (2005).

2. El tejido adiposo como 6rgano endocrino. Importancia de la leptina'y
de su receptor.

Como hemos dicho anteriormente, el tejido adiposo es considerado en la
actualidad como un o6rgano endocrino activo. La leptina es un péptido
anorexigénico producido mayoritariamente por las células adiposas que inhibe
el apetito, estimula la termogénesis, disminuye los niveles de glucosa,
incrementa la oxidacion de los acidos grasos y reduce el peso y la grasa
corporal (Ahima, 2006). La leptina es una proteina de 167 aminoacidos (16
kDa). El gen que la codifica fue descubierto por Zhang y cols., (1994). Este

grupo de investigadores crearon un ratén mutante homocigoto carente del gen
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Ob (de Obsessity), el cual desarrolla obesidad mérbida. Parte de las funciones
de la leptina se deben a su accién en el hipotalamo y dependen de la presencia
de receptores de leptina en grupos de neuronas hipotalamicas; ello explica la
falta del reflejo de saciedad en los ratones carentes de Ob. El receptor
especifico de leptina (LpR) tiene numerosas isoformas, cuatro de las cuales se
expresan en humanos. La variante b (LpRb), es la forma larga del receptor y la
unica que tiene dominios extracelulares que activan las cascadas de activacion
de quinasas JAK2, /ERK, /STAT3, /STATS y IRS/PI3. La deleccién del receptor
LpRb da un fenotipo similar al de los ratones mutantes Ob/Ob lo que sugiere
que esta isoforma es la mas importante como mediador en la accion de la
leptina (revisado en Wada y cols., 2014; Park y Ahima, 2015), mientras que las
isoformas cortas se piensa que intervienen en el transporte de la leptina a

través de la barrera hematoencefalica (Bjorbaek y cols., 1998).

El receptor LpRb esta presente en poblaciones neurolanes hipotalamicas
del nucleo arqueado (nucleus arcuatus), complejo paraventricular (nucleos
paraventricular, supradtico, periventricular), nucleos dorsomedial, ventromedial
y premamilar ventral, asi como del hipotdlamo lateral (Baskin y cols., 1999;
Igbal y cols., 2000b, 2001). Ademas, el LpRb se coexpresa con neuropéptidos
relacionados con la ingesta, como el péptidos neuropéptido Y (NPY), el péptido
relacionado con aguti (AgRP), el transcrito regulado por cocaina-anfetamina
(CART) y la propiomelanocortina (POMC), en especial en el nucleo arqueado
(revisado por Wada y cols., 2014). La leptina liberada por el tejido adiposo
actua en el nucleo arqueado activando las neuronas anorexigénicas que

sintetizan POMC y CART, e inhiben a las neuronas orexigénicas que sintetizan
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AgRP y NPY; con ello se produce una inhibicién del hambre y una estimulacion
del gasto energético. Por el contrario, durante periodos de ayuno, los niveles de
leptina se reducen rapidamente. Esto es una senal para el efecto contrario al
descrito anteriormente: expresiéon de AGQRP/NPY y supresion de POMC/CART,
con lo que se estimula la ingesta de alimentos y se reduce el gasto energético
(Ahima y cols., 1999; Cowley y cols., 2001). La leptina actua también en el
nucleo ventral hipotalamico que expresan el factor de transcripcidon
estereidogénico SF1, el cual también estd relacionado con la ingesta y al
balance energético (Liao y cols., 2012). En el hipotalamo lateral, la leptina
reduce la expresidén de la hormona concentradora de melanina (MCH) y de
orexinas y en consecuencia se inhibe el apetito (Abizaid y cols, 2006;

Robertson y cols., 2008; Dalamaga y cols., 2013).

La leptina tiene un efecto directo o indirecto sobre la secrecion vy
regulacion de las hormonas adenohipofisarias GH, FSH/LH, ACTH, TSH y PRL
(Cunningham y cols., 1999; Chehab y cols., 1997; Paz-Filho y cols., 2009).
Numerosos estudios demuestran que la leptina actua sobre los ejes
hipotalamo-hipdfisis-tiroides y el GH, aunque también en el eje adrenal y
gonadal, bien a través del receptor de leptina, o por su accion en poblaciones
neuronales hipotalamicas que regulan la actividad hipofisaria. Asi por ejemplo,
los ratones mutantes homocigotos para el gen del receptor de leptina
manifiestan obesidad mérbida, ausencia de desarrollo puberal y un descenso
en la secrecion de TSH y GH (Lloyd y cols., 2001). Asimismo cuando la
expresion del receptor de leptina se anula selectivamente en las células

hipofisarias productoras de GH en modelos murinos, disminuyen el nimero de
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células somatotropas y los niveles de GH en suero, mientras que hay un
aumento de la adiposidad en los ratones adultos (Childs y cols., 2011).

La presencia de la forma larga del receptor de leptina (LpRb) en células
del I6bulo anterior de la hipofisis se ha demostrado en rata y raton (Jin y cols.,
2000; Sone y cols., 2001), pero la distribucion en cada uno de los tipos
celulares es diferente en las distintas especies estudiadas. En la rata, el 97%
de células somatotropas presentan el receptor de leptina, sin embargo, menos
del 1% del resto de tipos celulares lo expresan (Sone y cols., 2001) mientras
que, en la oveja, aproximadamente el 70% de las somatotropas y el 30% de las

gonadotropas y corticotropas lo expresan (Igbal y cols., 2000a).

3. Papel de la leptina producida por células de la hipofisis.

La leptina no sélo es producida por el tejido adiposo sino también por
otros 6rganos, entre ellos la hipdfisis. En roedores, una proporcién baja de las
células del I6bulo anterior hipofisario, principalmente las células TSH, contienen
también leptina (7% de las células totales en el ratén y el 5% en la rata), segun
Jin y cols., (2000). Sin embargo, otros estudios hechos en rata encuentran que
son las células somatotropas las que producen la mayoria de leptina en
machos y hembras no gestantes (McDuffie y cols., 2004; Crane y cols., 2007),
aunque los niveles de leptina producida por las células gonadotropas se elevan
en ratas prefiadas y lactantes (McDuffie y cols., 2004). En humanos la mayoria
de las células que expresan leptina son las corticotropas (Popovic y cols.,

2001).
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Recientemente Odle y cols., (2014), han mostrado un papel diferencial
de la leptina de origen adipocitico e hipofisario en el eje GH. Sus resultados se
basan en la comparacion de dos modelos de ratén carentes de leptina. En un
modelo, los ratones no expresan de forma global la leptina y en el otro modelo
los ratones carecen de leptina adipocitica. Sus hallazgos apuntan a que los
adipocitos son la unica fuente de la leptina circulante, que la leptina adipocitica
es responsable de la secrecion de GH y que la leptina hipofisaria regula el

desarrollo y mantenimiento de las células somatotropas.

4. La proteina DLK1 como regulador endocrino

La proteina “Delta-like” 1 (DLK1) es una proteina transmembrana de
aproximadamente 55 kDa compuesta por un dominio intracelular corto, un
dominio transmembrana y una region extracelular que posee seis dominios
repetidos similares al factor de crecimiento epidérmico EGF (Fig. 2; Laborda y
cols., 1993). La secuencia extracelular de DLK1 es homdloga a la secuencia
encontrada en proteinas EGF, tales como los receptores Notch y sus ligandos:
Serrate, Jagget y especialmente Delta. Con este ultimo, DLK1 guarda mayor
homologia, de ahi el nombre de Delta-like 1 (DLK1) (Laborda y cols., 1993).
Esta proteina es procesada proteoliticamente en un sitio proximo a la
membrana por una proteasa de la familia ADAM, la enzima convertidora del
factor de necrosis tumoral-a (TACE, ADAM17), la cual libera la region
extracelular como producto soluble. Aunque normalmente se ha pensado que
la proteina soluble es la que tiene una actividad biologica, se ha encontrado
que la forma soluble de la proteina secretada por los astrocitos se une a la

forma de DLK1 anclada en la membrana de las células madre neuronales,
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manteniendo asi la capacidad de auto-renovacién de las mismas (Ferron y

cols., 2011).
EGF1
EGF2
EGF3
EGF4 (©)
EGF5
EGF6

32222%333223m>

Figura 2. Dibujo esquematico de la proteina integral de membrana DLK1, en
la que se representa la region intracelular corta (A), un dominio
transmembrana (B) y una region extracelular con seis repeticiones en
tandem de tipo EGF (C).

La proteina DLK1, o factor preadipocitico 1 (Pref-1) como también se le
conoce dado su papel en la diferenciacion adipocitica (Laborda, 2000), fue
aislada e identificada por primera vez tanto en humanos como en raton
(Laborda y cols., 1993). Posteriormente, DLK1 fue aislado del liquido amnidtico

humano del segundo trimestre de gestacion y se le denominé antigeno fetal 1
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(FA1) (Jensen y cols., 1994). Ademas se le ha llamado con otros nombres: pG2
(aislado a partir de un clon de cDNA el cual se encontraba sobreexpresado en
tumores de feocromocitomas (tumor de la médula suprarrenal) (Lee y cols.,
1995) y ZOG (factor especifico de la capa glomerular de la glandula adrenal), el
cual es homologo a DIkl en ratas. Todos estos genes codifican para la misma

proteina, DLK1.

Numerosos estudios han demostrado la participacion de DLK1 en la
regulacion de procesos como la adipogénesis (Boney y cols., 1996; Smas y
Sul, 1997; Bauer y cols., 1998; Garcés y cols., 1999; Ross y cols., 2004; Wang
y Sul, 2006), la diferenciacién neuroendocrina (Floridon y cols., 2000) y el
desarrollo del sistema nervioso central y periférico (Costaglioli y cols., 2001,

Christophersen y cols., 2007; Bauer y cols., 2008).

Los ratones que carecen del gen DIkl presentan un tamafo reducido,
tanto antes como después del nacimiento, pero un incremento en el tejido
adiposo blanco y en metabolitos relacionados con los lipidos en suero en la
vida adulta (Moon vy cols., 2002). Por otro lado, los niveles de DLK1 en suero
estan regulados por la hormona GH, y cuando los niveles en suero de esta
proteina son elevados hay una reduccion de la grasa corporal y la masa d0sea
(Abdallah y cols., 2007). Todo ello apunta a un papel de DLK1 como regulador

endocrino.

El gen DIkl se expresa en preadipocitos pero no en adipocitos
diferenciados en cultivos celulares (Smas y Sul, 1993) y tampoco se detecta en
tejido adiposo blanco de varias zonas (inguinal, reproductiva, renal) en el ratén

(Lee y cols., 2003). En la hipdfisis de roedores, DLK1 se expresa en células

10



INTRODUCCION

adenohipofisarias, fundamentalmente en células somatotropas (Larsen y cols.
1996; Yevtodiyenko y Schmidt, 2006; Ansell y cols., 2007; Nakakura y cols.,
2009; Cheung y cols., 2013) mientras que en cultivos de células hipofisarias se
ha demostrado que DLK1 regula al gen GH (Ansell y cols., 2007). En la
hipéfisis humana, Altenberger y cols., (2006), encontraron que el gen DIkl se
expresa tanto en células somatotropas normales y malignas, como en células
lactotropas y adenomas de células secretoras de prolactina, lo que sugiere
nuevamente un papel de esta proteina en funciones endocrinas. Varios autores
han identificado como localizacion subcelular del DLK1, la region del Golgi
(Larsen y cols. 1996; Nakakura y cols. 2009. Por lo tanto, hasta ahora no se ha
planteado una funcién reguladora de DLK1 en la hipdéfisis mas que en las

células somatotropas productoras de GH.
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Planteamiento y Objetivos

Planteamiento

Es bien conocido el papel de adipocinas producidas por las células
adiposas como la leptina en la regulacion del cerebro, informando al hipotdlamo
sobre la disponibilidad de nutrientes y la cantidad de tejido graso. Esto
demuestra la naturaleza endocrina de las células adiposas. Sin embargo, hasta
hace unos afos se desconocia si el cerebro podia regular directamente al
tejido adiposo. Hallazgos como la deteccion de receptores para las hormonas
hipofisarias en los adipocitos sugieren la existencia de un eje hipotalamo-
hipdfisis-adiposo, asi como la existencia de mecanismos de regulacién entre
los distintos niveles del eje (Schaffler y cols., 2005, 2006). No obstante, hasta el
momento no hay ningun estudio in vivo que demuestre la expresion de
receptores de todas las hormonas hipofisarias en el tejido adiposo ni la
expresion de receptores de leptina en todos los tipos celulares en la

adenohipdfisis.

Por otro lado, aunque se sabe que proteina DLK1 se expresa en
poblaciones hipotalamicas y en las células adenohipofisarias, especialmente en
las productoras de GH de roedores y humanos, se desconoce el papel de esta
proteina reguladora de la diferenciacion adipocitica sobre el eje adiposo, sus
posibles interacciones con la sintesis y secrecion de péptidos liberados por las
células hipofisarias y adiposas, y su potencial papel no solo en la diferenciaciéon
de los adipocitos sino también de las células hipofisarias. El hecho de que los

ratones adultos deficientes en el gen DIkl desarrollen obesidad apunta a que la
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proteina que codifica esta implicada en los mecanismos, aun no

completamente esclarecidos, del control del apetito y del peso corporal.

¢ Podrian ambos péptidos, DLK1 y leptina, ejercer funciones coordinadas
en la regulacion del eje hipofiso-adiposo? Para dar respuesta a esta pregunta
nos planteamos estudiar las relaciones existentes entre las células hipofisarias
y las células adiposas, y el papel que pueden ejercer DLK1 y leptina en dichas
interacciones, asi como las posibles relaciones mutuas entre ambos péptidos.

Para ello hemos utilizado un modelo de ratén carente del gen DIk1™.

Objetivos

Objetivos generales.

+ Evaluar la expresion y distribucion de las hormonas adenohipofisarias
en los ratones silvestre y las variaciones en los ratones deficientes de
gen DIK1.

+ Confirmar la existencia de un eje neuroendocrino donde el adiposo

es la glandula diana.
+ Evaluar la implicacion de la proteina DLK1 en el eje hipofisis-adiposo.

Objetivos especificos.

1.- Identificar y cuantificar los tipos celulares adenohipofisarios que

expresan la proteina DLK1.

2.- Determinar la localizaciéon subcelular de la proteina DLK1 en las

células adenohipofisarias.

3.- Analizar la expresion y distribucion de la hormona leptina y su
receptor especifico en la adenohipodfisis de ratones silvestres y las

variaciones en los ratones deficientes en DIk1.
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4 - Analizar la relacion de leptina y de su receptor con la proteina DLK1

en los ratones silvestres.

5.- Analizar la expresion de los receptores de hormonas
adenohipofisarias, de leptina y su receptor en el tejido adiposo de

ratones silvestres y las modificaciones en los ratones deficientes en
DIK1.

6.- Medir los niveles séricos de las hormonas adenohipofisarias y de la
hormona circulante leptina en los ratones silvestres y sus modificaciones

en los ratones mutantes.
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Materiales y métodos

1. Materiales y Métodos

1.1 Animales y procesamiento de los tejidos

En el presente estudio se utilizaron un total de 46 ratones machos
adultos de la cepa 129/SvJ, con edades comprendidas entre 4 y 5 meses (Fig.
3). Veinticuatro ratones (24) fueron silvestres (Wildtype, WT) y veintidos (22)
carentes del gen DIk1 (DIk1”; Knockout, KO), todos ellos suministrados por el
animalario de la Universidad de Castilla-La Mancha (Albacete). Los ratones
deficientes del gen DIkl fueron generados tal y como se describié previamente
(Raghunandan R y cols., 2008). Los procedimientos experimentales fueron
aprobados por el comité de experimentacion animal de la Universidad de
Castilla-La Mancha y conforme con las normativas reguladoras para el uso y
cuidado de animales de investigacion, espanolas (Real Decreto 1201/2005; Ley

32/2007) y europeas (Directiva 86/609/EEC).

Figura 3. Ratones
P machos adultos de la
Wildtype129/SvJ Cepa 129/SVJ (A)
Ratén  silvestre o
wildtype, (WT). (B)
Raton carente del gen
DIk1 *Knockout, (KO).
A - Obsérvese el menor

Knockout S tamafo del raton KO
respecto al WT.
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Los ejemplares sacrificados fueron anestesiados con ketamina
(100mg/kg; Parke-Davis; Alcobendas) y xilacina (10mg/kg; Dibapa, Barcelona),
y sometidos a perfusion intracardiaca con una solucion salina 0.9%, seguida de
la solucion Bouin (0,9% acido picrico, 9% paraformaldehido, 5% acido acético).
La glandula hipofisaria y el tejido adiposo fueron separados y postfiados por
inmersion en el mismo fijador durante 36 horas. Posteriormente, fueron
deshidratados en alcoholes de 70°, 80° 90°, 96° y 100° a temperatura
ambiente durante 8 horas c/u. Al finalizar la deshidratacion, se pasaron a xilol
durante 1 hora y, seguidamente, se realizaron 3 lavados en parafina liquida,
dejando el material en la estufa a unos 60°C. Finalmente, se hicieron los
bloques en parafina (Merck® 1.07164). Una vez incluidos, los bloques fueron
cortados en un microtomo (Leica® RM2135) en planos horizontales de 3 um de
grosor y se extendieron en portaobjetos tratados con amino-propil-
trietoxisilanose. (APS). Los cortes destinados para estudiar el patron de
expresion, distribucion e inmunorreactividad de las hormonas adenohipofisarias
y de la proteina DIk1 se montaron en paralelo, mientras que para las
colocalizaciones, se utilizaron cortes consecutivos. Finalmente, los cortes
fueron desparafinados, rehidratados y luego lavados en tampoén Tris salino

(TBS) a 0,05 M; pH 7,4.

Para el estudio de las hormonas adenohipofisarias, asi como de la
proteina DLK1, se usaron secciones representativas de tres niveles dorso-
ventrales de la hipdfisis. Es decir, seccionando las hipdfisis, obtuvimos tres
niveles de acuerdo a la distancia que mantenia cada seccion respecto a la
primera seccion mas dorsal: primer nivel o nivel dorsal, segundo nivel o nivel

medio (es el que mas cortes proporciona y se caracteriza por tener el I6bulo
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anterior grande y completo), y tercer nivel o nivel ventral (Fig. 4 A, By C,

respectivamente).
A B P RS c
A g )
ra \ A
{ i oty
LA LA S, :
LI
- . ;’.: s \l d
ler nivel corte 1 2do nivel corte 17 T 3er nivel /corte 36 —

Figura 4. Imagenes representativas de los tres niveles dorso-ventrales del
I6bulo anterior adenohipofisario (A, By C). LA: Iébulo anterior. LI: I6bulo
intermedio. Barra de escala: 20 um

En este estudio se emplearon las siguientes técnicas:

1.2. Inmunohistoquimica para microscopia Optica
La técnica de inmunohistoquimica permite detectar proteinas sobre
secciones de tejido usando anticuerpos especificos. Las caracteristicas de los

anticuerpos utilizados se resumen en la Tabla 1.

! Anticuerpo policlonal de conejo Anti-DLK1 (# 1125). Creado y purificado
en el laboratorio de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de Albacete
(Universidad de Castilla-La Mancha). Los antisueros policlonales de conejo se
hicieron contra el antigeno que codifica para una secuencia de 217
aminoacidos de la proteina DLK1 de ratdn, correspondiente a seis repeticiones
semejantes al EGF de la regidn extracelular, producida en levadura Pichia
pastoris y fue usada para inmunizar conejos. Este anticuerpo reconoce las
variantes de membrana y soluble de DLK1 en analisis de westerm blot de
diferentes lineas celulares de ratén y no reacciona contra DLK2, una proteina
altamente homologa a DLK1. El tamafio de la banda que detecta esta entre 40-
55 kDa
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ANTICUERPO PRIMARIO

Policlonal de conejo Anti-
DLK1 (# 1125)

Policlonal de conejo Anti-
DLK1 (H-118): sc-25437

Policlonal de cabra Anti-
DLK1 (C-19): sc-8624

Policlonal de conejo Anti-
ACTH

Policlonal de conejo Anti-
B-TSH

Policlonal de conejo Anti-
B-FSH

Monoclonal de raton Anti-
B-(LH) Cat. n. L7500-28B
Lot. n2 L6021766

Policlonal de conejo Anti-
GH. Cat. n2 AB940

Policlonal de conejo Anti-
PRL

Policlonal de porcino Anti-
PRL Cat. n2 P9009-16 Lot.
N2 111022569

Monoclonal de raton Anti-
Lp Cat. n2 LS-C25184 Lot.
n2 16340

Policlonal de cabra Anti-
LpR (M-18): sc-1834

Policlonal de cabra Anti-
ACTHR (C-19)

Policlonal de cabra Anti-
FSHR (N-20): sc-7798

Policlonal de cabra Anti-
LHR (K-15): sc-26341

Policlonal de cabra Anti-
TSHR (N-19): sc-7816

Policlonal de cabra Anti-
PRLR (E-20): sc-21816

Policlonal de cabra Anti-
GHR (L-15): sc-10354

ANTIGENO

Ver decripcién

Dirigido contra los
aminoacidos 266-383 de
DLK1 de origen humano

Dirigido contra la regién C-
terminal de DLK1 de origen
humano

Ver decripcion?

Ver decripcién?

e an?
Ver decripcién

Reconoce la hormona
luteinizante beta (LHb) de
origen humano

Reconoce la hormona de
crecimiento GH.

Ver decripcion?

Reconoce la hormona
prolactina de origen humano

Reconoce la leptina humana,
uniéndose a la regién C-terminal
(aminoacidos 131-145)

Reconoce la forma corta y
larga de LpR de ratén, rata y
humano

Dirigido contra una secuencia
aminoacidica cerca de la regién N-
terminal de ACTHR de origen de
ratén

Dirigido contra una secuencia
aminoacidica cerca de la region N-
terminal de FSHR de origen humano

Dirigido contra una secuencia
aminoacidica dentro de la regién
interna de LHR de origen humano

Dirigido contra una secuencia
aminoacidica cerca de la region N-
terminal de TSHR de origen humano

Dirigido contra una secuencia
aminoacidica dentro del dominio
extracelular de PRLR de origen de
ratén

Dirigido contra una secuencia
aminoacidica cerca de la regién N-
terminal de GHR de origen de ratén

ORIGEN DILUCION
Centro Regional de Investigaciones 1:1000
Biomédicas, Universidad de Castilla-
La Mancha.
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:1000
(Santa Cruz, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:800
(Santa Cruz, CA, USA)
Dr. G. Tramu 1:1000
Dr. G. Tramu 1:800
Dr. G. Tramu 1:1000
US Biological Biochemical & 1:500
Biological. Swampscott, MA,
USA).
Chemicon Temecula, CA, 1:2000
USA
Dr. G. Tramu 1:800
US Biological Biochemical & 1:700
Biological. Swampscott, MA,
USA).
LifeSpan BioSciences, 1:50
Seattle, WA, USA).
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50
(Santa Cruz, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50
(Santa Cruz, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50
(Santa Cruz, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50
(Santa Cruz, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50
(Santa Cruz, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50
(Santa Cruz, CA, USA)
Santa Cruz Biotechnology Inc. 1:50

(Santa Cruz, CA, USA)
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Tabal 1. Anticuerpos vy diluciones utilizadas en las técnicas
inmunohistoquimicas

2 Para la identificaciéon especifica de las hormonas adenohipofisarias
ACTH, TSH, FSH y PRL, se usaron anti-sueros policlonales de conejo
proporcionados por el Dr. G. Tramu, Bordeaux, Francia. Los antisueros
policlonales de conejo se hicieron contra el antigeno sintético ACTH (1-24)
(CIBA, Basel, Suiza), contra los antigenos sintéticos de: B-TSH humana, -FSH
humana, y PRL de rata (Chemicon International, Los Angeles, CA, USA). Sus
propiedades inmunoldgicas se han descrito previamente (Dubois, 1972a;
Dubois, 1972b; Tramu y Dubois, 1977; Hemming y cols., 1986; Jamali y Tramu,

1999).

1.2.1. Método inmumoenzimatico indirecto

En el proceso de inmunohistoquimica indirecta los cortes fueron
saturados en una solucion de caseina al 0.5% en TBS durante 20 min, para asi
evitar uniones inespecificas. Para eliminar el exceso de caseina, se hicieron
tres lavados en TBS de 15 minutos cada uno y luego los cortes se incubaron en
camara humeda con los diferentes anticuerpos primarios durante 12h a
temperatura ambiente, todos ellos diluidos en TBS y tritbn al 0.2%.
Posteriormente, fueron incubados con el anticuerpo secundario IgG goat anti
especie (conejo, ratén, cabra o porcino) segun el caso, conjugado con Biotina
de (Jackson ImmunoResearch Laboratories, INC) a una dilucién de 1/1000
durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente los cortes fueron de nuevo
incubados con un complejo estreptavidina-peroxidasa de (Jackson

ImmunoResearch Labooratories, INC) a una dilucion de 1/1000 durante 1h a
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temperatura ambiente. Para el revelado de la peroxidasa se usé tampon tris
(0,05 M; pH 7,6) con 0,04% 4-cloro 1-naftol (Sigma, USA) y 0,004% de

perdxido de hidrégeno.

+ Revelado con 4-cloro-1-naftol (Cl-Naf) (Sigma) al 0,004% vy
peroxido de hidrégeno al 0,01% en tampdn tris-clorhidrico (Tris-
HCI), genera un precipitado de color azul. Se lavo en tampodn tris-
HCl y se monté con cubreobjetos y unas gotas de glicerina
tamponada.

+ Revelado con 0,004% 3-amino 9-dietilcarbazol al 0,004% vy
peroxido de hidrogeno al 0,01% en tampon acetato (0,05M; pH 5);
genera un precipitado de color rojo almendra. Se lavé en tampon
acetato y se montd con cubreobjetos y unas gotas de glicerina
tamponada.

+ Revelado con 3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloruro (DAB)
al 0,005% y peréxido de hidrégeno al 0,01 % en tampon Tris-HCI,
produce un precipitado de color marrén. Los cortes se lavaron en
tampon Tris-HCI, se deshidrataron en serie creciente de alcoholes
y, finalmente, se sumergieron en xilol. Posteriormente, se
cubrieron utilizando Eukitt.

+ Tincion Shu (Glucosa oxidasa), segun Shu y cols., (1988), 200

ml de tampdn acetato: acetato de Na* (0.33M; 5.44gr) en 200ml

de agua destilada ajustar a pH: 6,0 con CH3-COOH (acido acético

glacial). Primera solucion: en 100ml de tampdn acetato se disolvid

5gr de niquel amonio sulfato, luego se afadié 400mg de glucosa

mas 80mg de cloruro de amonio. Segunda solucion: 50mg de
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DAB en 100ml de agua destilada (filtrar). Se mezcl6 en proporcion
1:1, 100ml de la primera solucion mas 100ml de la segunda
soluciéon y justo antes de revelar se afadi6 3mg de glucosa
oxidasa mas 100ul de H,O, Esta tincion se utiliza cuando se
requiere intensificar la sefial del revelado y genera un precipitado
de color gris azulado. Se lavaron los cortes y se cubrieron usando

glicerina tamponada.

1.2.2. Colocalizacion: En la deteccion inmunocitoquimica de dos o mas
marcadores se usaron los siguientes métodos:

+ Método de elucién-retratamiento (Tramu y cols., 1978). El
método de elucion-retratamiento permite detectar dos antigenos
presentes en la misma célula, al realizar dos inmunorreacciones
consecutivas. Se suele usar cuando los anticuerpos que
reconocen esos antigenos estan hechos en la misma especie.
Para ello se realizd6 una primera reaccion segun el método
enzimatico indirecto utilizando como revelador el 4-cloro-1-naftol.
Los cortes se montaron con dlicerina tamponada y se
fotografiaron. Posteriormente, se procedié a la elucion de los
anticuerpos utilizados en la primera inmunorreaccion. Tras
eliminar el color de la primera reaccion con acetona, se eluyo el
primer anticuerpo oxidando con una mezcla proporcion, 1:1, de
permanganato potasico (KMnO4) al 2,5% vy acido sulfurico
(H2SO4) al 5% en agua destilada y metabisulfito sodico
(Na2S205) al 0,5% para decolorar los cortes. A continuacion, se

lavaron los portaobjetos en agua destilada y se hizo una segunda
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reaccion inmunohistoquimica, utilizando esta vez el revelador 3-
amino-9-dietilcarbazol al 0,004% vy peroxido de hidrogeno al
0,01% en tampodn acetato a pH 5. Después del montaje, se
fotografié por segunda vez la misma zona para su comparacion y
analisis.
+ Dobles y triples marcajes por inmunofluorescencia
A diferencia del método por elucién retratamiento, en el caso de
dobles o triples marcajes se hacen dos o0 mas inmunorreacciones secuenciales
en el mismo corte sin hacer elucion. Para ello se hizo una primera
inmunorreacion siguiendo el protocolo descrito para la inmunohistoquimica
indirecta, los cortes destinados para las dobles y triples marcajes se trataron de

la siguiente forma: Primera inmunofluorescencia: Las secciones se incubaron

durante toda la noche con cada anticuerpo primario por separado (solo cuando
se uso el anticuerpo primario DLK1 de cabra, los cortes, previo a la incubacion,
fueron desenmascarados en tampoén citrato pH=6 a 90° por 3 min en un bafo
térmico). Seguidamente, los cortes se incubaron durante 1-h con el respectivo

anticuerpo secundario acoplado a un fluoréforo. Segunda inmunofluorescencia:

Las secciones se volvieron a incubar toda la noche con otro anticuerpo
primario, segun la combinacion pretendida. Posteriormente, se incubaron
durante 1-h con el correspondiente anticuerpo secundario acoplado a otro

fluoroforo diferente al anterior. Tercera inmunofluorescencia: Del mismo modo,

se repitid el proceso para la tercera inmunorreaccion. Todos los anticuerpos
primarios fueron revelados con el secundario anti-especie acoplado al
fluoréforo deseado para cada caso; Cy '™ 3-conjugated AffiniPure F(ab'),

Fragment Goat Anti-Rabbit IgG (H+L), Cy ™ 2-conjugated AffiniPure F(ab’),
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Fragment Rabbit Anti-Goat IgG (H+L), Cy ™ 3-conjugated AffiniPure F(ab’),
Fragment Goat Anti-Mouse 1gG (H+L), DyLight ™ 488-conjugated AffiniPure
Goat Anti-Guinea Pig IgG (H+L), Alexa 488-Donkey Anti-Rabbit IgG, DyLigth ™
405-conjugated Streptavidin, DyLigth ™ 649-conjugated Streptavidin (1:1000;

Jackson Immunoresearch, USA).

+ Combinacion de elucidn-retratamiento e inmunofluorescencia

En casos concretos donde quisimos detectar tres marcadores en la
misma seccion usando dos anticuerpos primarios de la misma especie,
utilizamos una combinacion de ambos métodos de colocalizacion: elucion-
retratamiento e inmunofluorescencia En concreto esta combinacion la usamos
en la deteccién de DLK1, PRL y FSH/LH. Para ello, se realizé una triple
inmunorreaccién secuencial en las mismas secciones como se describe a
continuacion.

Primero, se realizé una reaccion inmunohistoquimica con el anticuerpo
especifico conejo-anti-DLK1 (dilucién 1:1000). La actividad de la peroxidasa fue
revelada con 0,004% 4-cloro1-naftol (Sigma Aldrich Co.) y 0,01% de perdxido
de hidrégeno. Segundo, una vez obtenidas las imagenes de esta primera
inmunorreaccion, los cortes fueron sometidos a elucidon-retratamiento e
incubados con un segundo anticuerpo conejo-anti-PRL (dilucion 1:800). La
actividad de esta segunda reaccién fue revelada con 0,004% 3-amino 9-
dietilcarbazol (Sigma Aldrich Co.) y 0.01% de peréxido de hidrogeno en tampén
acetato (pH5, 0,05M). Tercero, se realizé una doble inmunorreacciéon en las
mismas secciones, usando un anticuerpo conejo-anti-FSH (dilucién 1:1000) o
un anticuerpo raton-anti-LH (dilucién 1:500). La FSH-ir fue revelada con DAB

mientras la reaccion de LH-ir fue detectada por incubacién con un anticuerpo
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anti-raton acoplado a Cy3 (dilucién 1:1000; Jackson Immunoresearch
Laboratories, Inc.). Las imagenes fueron adquiridas y procesadas usando un
microscopio de luz (Leitz Laborlux S, Leitz, Germany) equipado con un

software de analisis de imagenes Leica Q-Win (Leica, Barcelona, Spain).

1.2.3. Control de especificidad de la reaccion inmunohistoquimica

El control de la especificidad de la reaccién inmunohistoquimica
consistié en la sustitucién del antisuero especifico por suero de bovino normal.
En el caso de la elucién-retratamiento, el antisuero especifico de la segunda

reaccion se sustituyd por suero de bovino.

1.2.4. Obtencion y anédlisis de las imagenes.

El material procesado para las técnicas inmunohistoquimicas fue
observado con un microscopio 6ptico Leica DM4000B (Leica Microsystems
Inc., Bannockburn, IL, USA). Las fotografias fueron tomadas con una camara
digital de la misma casa comercial, modelo DFC300FX. Las imagenes
capturadas se analizaron mediante el software Leica Q-Win v3.2. En los casos
de reacciones por inmunofluorescencia el material fue estudiado con un
microscopio confocal DMI4000B-TCS SPE. Software LAS-AF v.2.6 (Leica

Application Suite-Advanced Fluorescence) (Leica, Barcelona, Spain).

1.3. Andlisis cuantitativo de los diferentes péptidos y receptores en la
hip6fisis de ratones DIk1” comparados con los controles.

Para el analisis cuantitativo se examinaron secciones de hipdfisis

anterior mediante un microscopio confocal digitalizado DMI4000B-TCS SPE a
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través de una camara y se contaron las células immunorreactivas por unidad
de area (30.0000 ym?). De cada hipdfisis cortada en plano horizontal a un
grosor de 3 um se obtuvieron aproximadamente 31 cortes dorso-ventrales y se
escogieron desde el nivel mas dorsal (primer nivel) hasta el nivel mas ventral
(tercer nivel). Se seleccionaron para el estudio las secciones en donde el I6bulo
anterior estuvo completo. De éstas elegimos una seccion cada tres cortes, es
decir, hubo una separacién de 9 um entre los cortes usados para el recuento,
con objeto de evitar contar la misma célula dos veces. Se hicieron 10 medidas
por hipdfisis y se usaron 4 hipdfisis por cada grupo (4 hipdfisis de KO y 4
hipdfisis de control WT). Para establecer el porcentaje de células que son
inmunorreactivas se cuantificaron tanto las células inmunopositivas como las
células totales por unidad de area (30.000 pm?), considerando al nimero total
de células/area como el 100%. Para el célculo del porcentaje se usé la férmula

siguiente:

% de Células=  Células-irxunid de area
x100

Célulastotales x unid de area

Los porcentajes de células GH, PRL, FSH, TSH y ACTH que
colocalizaron con los receptores o los péptidos, se calcularon considerando el
numero de células positivas para la hormona/area como el 100%. Se llevo a
cabo una tincion con DAPI para visualizar los nucleos y asi poder hacer el
recuento del numero total de células/area. Tanto las células inmunorreactivas

para cada marcador como las totales por campo, fueron contadas utilizando la
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herramienta Point y Multi-Point del programa Image J 1.43 (libre descarga;
http://rsbweb.nih.gov/ij/download.html).

Para el anélisis estadistico, el numero de células inmunorreactivas de
cada marcador y/o combinacién de marcadores en ratones WT y KO, fueron
comparados usando un test Wilcoxon—-Mann—Whitney. Se consideraron
estadisticamente significativos los valores con p<0,05. Todos los valores se
representaron como la media + SEM. Los datos se analizaron utilizando el
programa GraphPad Prism 5.

1.3.1. Analisis inmunohistoquimico de los diferentes péptidos estudiados
en el tejido adiposo de ratones DIk1” comparados con los controles.

Para el analisis inmunohistoquimico del péptido Lp y su receptor LpR,
asi como de los diferentes receptores de las hormonas adenohipofisarias
ACTHR, TSHR, FSHR, LHR, PRLR y GHR, se utilizaron ocho muestras de
tejido adiposo de la zona abdominal, cuatro de ratones WT y cuatro de ratones
KO. Se consideraron para el anadlisis dos cortes por portaobjeto. Por cada corte
se obtuvieron 10 imagenes capturadas al azar. Todas las imagenes fueron
analizadas y procesadas, usando un microscopio de luz (Leitz Laborlux S,

Leitz, Germany) equipado con Leica Q-Win image analysis software.

1.4. Inmunohistoquimica para microscopia electronica.

Localizacion subcelular de DIk1 mediante microscopia electronica. Los

ratones fueron anestesiadas con ketamina+xilacina y fijados por perfusion
intracardiaca con una solucion fijadora de 4% paraformaldehido vy

glutaraldehido (Gluta) 0,05% en PBS (pH 7,4, O,
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1M). Los ratones fueron decapitados y sus hipdfisis rapidamente
extraidas y postfijadas por inmersién en el mismo liquido fijador durante 1 hora.
Posteriormente, se lavaron en PB 0,1M y se deshidrataron en alcoholes de
gradacion creciente: 40°, 50° 60° 80° 90° y 100°. Tras la deshidratacion se
lavaron en o6xido de propileno y se incluyeron en Spurr: 6xido de propileno
(1:1), 1 hora a 4°C y en resina Spurr pura (referencia 14300; ANAME, Madrid,
Espafa) toda la noche. La polimerizacién se llevd a cabo a 65°C durante 48

horas.
1.4.1. Método de postinclusion

Los bloques polimerizados se cortaron en un ultramicrotomo (Reichert
Ultracut S. Leica) entre 60 y 70 nm, y los cortes se recogieron sobre rejillas de
3,05 mm de niquel de 300 mesh. Previamente se realizaron cortes semifinos
(0,5-1,5 um) que tefidos con azul de toluidina se utilizaron para determinar la

localizacion precisa del area deseada.

1.4.1.1. Método indirecto con el segundo anticuerpo conjugado con oro
coloidal (OC).

Las rejillas con los cortes se lavaron en H,0O miliQ y en H20; al 10% en
H2O. Posteriormente se lavaron en tampén fosfato enriquecido (0.9% de NaCl)
y se incubaron con suero de cabra en PB enriquecido 1/30 durante 30 minutos
para evitar la unién del anticuerpo primario a epitopos inespecificos. A
continuacion se procedid a la incubacion de las rejillas con el antisuero
primario: policlonal IgG anti DLK1 de conejo (# 1125) a una dilucién de 1:500
en PB enriquecido, durante 5 horas a temperatura ambiente. Transcurrido este

tiempo, se lavaron en PB enriquecido y después en tampon tris (pH 7,6).
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Finalmente se incubaron con el antisuero secundario cabra anti-conejo
conjugado con oro coloidal (GAR-OC) (15 nm) diluido 1/100 en tampon tris
durante 1horay, tras varios lavados en tampon tris, se contrastaron con acetato
de uranilo al 2% (15 min) para, posteriormente, ser observadas en un
microscopio electronico Zeiss 910 (Carl Zeiss Oberkochen, Germany),
equipado con un scanner de procesado lento y acoplado a una camara para
microscopio de transmision (Fa, Proscan Elecktronische Systeme GmbH,
Lagerlechfeld, Germany) con un software especifico para el analisis de
imagenes (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Munster, Germany). La
especificidad de la reaccidon inmunohistoquimica fue corroborada por

sustitucién del antisuero contra DLK1 por suero normal de cabra.

1.5. Analisis de la expresion cuantitativa por qRT-PCR.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), es una técnica que
permite obtener un gran numero de copias de un fragmento de acido nucleico
particular, partiendo de un molde. Estos analisis se realizaron en el laboratorio
de Biologia Molecular de la Facultad de Medicina de Albacete (Universidad de

Castilla-La Mancha).

Mediante qRT-PCR se analizaron las posibles variaciones entre
ratones DIkl  (KO) y controles (WT) en los niveles de los ARNm de las
hormonas adenohipofisarias en la hipodfisis y de sus receptores en el tejido
adiposo, asi como los niveles del ARNm de la leptina (Lp) y su receptor (LpR)
en hipdfisis y tejido adiposo. Las glandulas hipofisarias y tejido adiposo

abdominal de ratones machos KO y WT fueron extraidos rapidamente después
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de la eutanasia y se congelaron en nitrégeno liquido a -80°C hasta su posterior
uso. Se analizaron cinco muestras de cada 6rgano por cada genotipo. Las
muestras fueron homogeneizadas en un mortero estéril con nitrégeno liquido, y
se aislo el ARN total utilizando el kit RNeasy (Qiagen, Madrid, Espana).
Después del tratamiento con DNasa y RNasa libre de DNasa Set (Qiagen), 1
pMg de ARN de cada muestra fue transcrito de forma inversa a cDNA con el kit
de sintesis Revert Aid"HMinus First Strand cDNA (Fermentas, Madrid,
Espafia). El cDNA fue amplificado por PCR cuantitativo utilizando el mezclador
Master-SYBR GREEN Yy el sistema de PCR para deteccion en tiempo real, ABI
PRISM 7000 Sequence (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.). Las
condiciones de PCR utilizadas fueron: una primera etapa de desnaturalizacion
inicial a 95°C durante 10 min, una segunda etapa de 40 ciclos de 15 segundos
a 95°C, seguido por un ciclo de 1 minuto a 60 C.

Los cebadores utilizados para determinar los niveles de expresion de ARNm de
los diferentes genes de raton fueron disefiados con el Integrated DNA
Tecnologias Primer Software Quest (Integrated DNA Technologies, Coralville,
IA, EE.UU.) y se muestra en la Tabla 2. Para validar cada par de cebadores y
evaluar la eficiencia de la amplificacion, las curvas de calibracion se obtuvieron
con diferentes diluciones de cDNA provenientes de la hipdfisis y el tejido
adiposo. La eficiencia de amplificaciéon (E) se calculé6 de acuerdo con la
ecuacion: E = 10 [-1/pendiente] (Pfafff MW., 2001), donde la pendiente se
determiné mediante una curva de regresion estandar para cada transcripcion.
Los niveles de mRNA fueron cuantificados relativamente mediante el método
comparativo Ct (ciclo umbral) 2-AACt (Livak KJ y cols., 2001). El ARNm de la

riboproteina PO (36B4) (Laborda J., 1991) se utiliz6 como control interno para
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normalizar los valores de Ct de las distintas muestras. Los datos de Ct fueron
adquiridos a través del método “Fit Point" de acuerdo con la PCR en tiempo
real ABI PRISM 7000 software (Applied Biosystems), y luego importados a
Microsoft Excel software (Microsoft Corporation, Redmond, WA, EE.UU.).

Los datos estadisticos se determinaron a partir de diez animales
diferentes, por triplicado, por cada gen diana. Los valores de cinco ratones KO
se compararon con los obtenidos a partir de cinco ratones WT. Se realizé un
analisis estadistico utilizando un test no paramétrico de dos colas, Wilcoxon-
Mann-Whitney para muestras pequenas.

Una p<0,05 fue considerada

estadisticamente significativo.

GEN CEBADOR DIRECTO CEBADOR INDIRECTO
Dlk1 5-CTAACCCATGCGAGAACGATG-3" 5-TCTTGTCGACGAATCCAGCTG-3"
PO 5"-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT-3" 5’-CCGCAGGGGCAGCAGTGG T-3°
LH 5-ATCACCTTCACCACCAGCATCTGT- 5-TGAGGGCTACAGGAAAGGAGACTA-3’
3
FSH 5-GCCGTTTCTGCATAAGCATCA-3’ 5"-GCCAGGCAATCTTACGGTCTC-3"
PRL 5’-CAAGAAGCCCCCGAATACATC -3° 5-TCCCATTTCCTTTGGCTTCA-3"
GH 5’-ACCGACATGGAATTGCTTCG-3’ 5-TCATAGACACGGTCCGAGGTG-3"
ACTHRm 5'-GCCATTTCTGACATGTTGGGCAGT-3" 5-AGGCTGAAGATAGAGCCCAGCAAA-3'
FSHRm 5-ACAACTGTGCATTCAACGGAACCC-3° 5 -ATGGTTGGGCAGGGAATAGACCTT-3’
GHRm 5-AGCCTCGATTCACCAAGTGTCGTT-3' 5-CAGCTTGTCGTTGGCTTTCCCTTT-3'
LHRm 5-CAATGCAGTGGCCTTTGTCGTCAT-3° 5 -TTGTGTCCTTGTTAGGAGCCGTCA-3’
PRLRm 5 -TGGATCATTGTGGCCGTTCTCTCT-3" 5-TCAGCAGTTCTTCAGACTTGCCCT-3’
TSHRm 5-ACTCCTGTGCCAATCCGTTTCTCT-3°  5-GCCAAACTTGCTGAGCAGGATGAA-3'
Lpm 5-AGCAGTGCCTATCCAGAAAGTCCA-3" 5-AATGAAGTCCAAGCCAGTGACCCT-3’
LpRm 5-AAACAATGCCTCGGCTTTGAAGGG-3" 5 -TGCTCATTCCCAAAGCAACAGTGG-3’

Tabla 2. Cebadores usados en qRT-PCR. DIk1, Delta like protein 1; PO, fosfoproteina
ribosomal; LH, hormona luteinizante; FSH, hormona foliculo estimulante; PRL, prolactina;
GH, hormona de crecimiento; ACTHR, receptor de la hormona ACTH, FSHR, receptor de la
hormona foliculo estimulante; GHR, receptor de la hormona de crecimiento; LHR, receptor
de la hormona luteinizante; PRLR, receptor de la hormona prolactina; TSHR, receptor de la
hormona tirotropa; Lp, hormona leptina y LpR, receptor de la hormona leptina.
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1.6. Determinacion de los niveles de hormonas adenohipofisarias en
suero por inmunoensayos de microesferas multiplex (MBIA) (ELISA).

Este estudio se realiz6 en el laboratorio de la Dra. Julie A. Chowen
(Departamento de Endocrinologia; Hospital Nifio Jesus, Madrid) y de la Dra.
Carmen Diaz (Neurobiologia Celular; Facultad de Medicina de Albacete,
UCLM).

Para este analisis se usaron cinco ratones KO y cinco WT, los cuales
fueron previamente anestesiados con ketamina+xilacina, posteriormente entre
las 10.15 y 10.30 h de la manana se les practico puncidon cardiaca,
inmediatamente se les extrajo un volumen de sangre entre 0,5-1 ml,
recolectados en tubos Vacuette con separador de gel (Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Alemania). Para permitir la coagulacion de la sangre se
dejaron en reposo durante 20-30 min. Los tubos de sangre no heparinizados se
centrifugaron a 800 revoluciones durante 15 min a temperatura ambiente, y el
suero se recogié en tubos de microcentrifuga (Daslab, Barcelona, Espana) y
almacenado a -80°C para su posterior uso. En el suero de estos ratones se
midieron los niveles de leptina y varias hormonas adenohipofisarias (GH, LH,
FSH y PRL), utilizando dos diferentes kits de inmunoensayo de microesferas
multiplexada (MBIA) (Mouse adipocitos, Cat. #. MADPCYT-72K y Rat pituitary,
Cat. # RPT86K, respectivamente; ambos de la casa; Millipore, Billerica, MA,
EE.UU.). Los ensayos de MBIA se realizaron de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Después del bloqueo del filtro de la placa se lavaron con tampon
de ensayo y lavado, posteriormente se recolectaron por vacio, las perlas
marcadas con su respectivo fluorescente conjugado para cada anticuerpo de

hormona (25 pl), luego se incubaron durante toda la noche a 4°C. Después del
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lavado, se afadié 50 pl de anticuerpo secundario conjugado con biotina, y se
incubaron por un periodo de 30 min a 25°C, una vez pasado este tiempo las
perlas se volvieron a incubar durante 30 min con 50 pl de estreptavidina
ficoeritrina. Después del lavado, las perlas se resuspendieron en una solucién
de Bio-Plex (Bio-Rad Laboratories, Madrid, Espafia). y un minimo de 50 granos
o perlas por parametro fueron examinadas en dicha suspension o sistema de
matriz de 200. Los datos en bruto (media de la intensidad de fluorescencia) se
analizaron utilizando el Software Manager de Bio-Plex 4.1 (Bio-Rad
Laboratories). Todas las muestras se realizaron por duplicado y dentro del
mismo ensayo para todos los analisis. La sensibilidad obtenida fue de: 7,5
pg/ml, 12 pg/ml, 4,9 pg/ml, 47,7 pg/ml y 9 pg/ml para la leptina, GH, LH, FSH y
PRL, respectivamente. Los coeficientes de variacion para los intra e inter-
ensayos fueron <4,9% y <11,7% para la leptina, <15% y <9,5% para GH, LH,
FSHy PRL.

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando un test no paramétrico
de dos colas, Wilcoxon-Mann-Whitney para muestras pequefias. Una p<0,05

fue considerada estadisticamente significativo.
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RESULTADOS

Los resultados se han organizado en dos grandes bloques. En primer
lugar se describen los resultados obtenidos en el raton macho adulto de la
cepa 129/SvJ en el genotipo silvestre (control), y en segundo lugar las
variaciones encontradas en el ratén mutante carente del gen DIk1”. Este gen
codifica para una proteina reguladora de la adipogénesis y de los ejes

neuroendocrinos.

En los animales control se describen los resultados obtenidos en la
hipdfisisy en el tejido adiposo, tratando de comprender las interrelaciones
hormonales y peptidérgicas entre las células adenohipofisarias y las células
adiposas. Nos centraremos en las hormonas adenohipofisarias, en la proteina
DLK1, en la hormona adipocitica leptina y su receptor. En la hipdfisis se
analizara por inmunohistoquimica la presencia de DLK1 y del receptor de
leptina LpR en las células de la adenohipdfisis productoras de GH, PRL, ACTH,
FSH/LH, TSH, tratando de establecer si estos péptidos se expresan
preferentemente en alguno de los tipos celulares especificos de la
adenohipdfisis. En el tejido adiposo se analizara la presencia de los receptores
de las hormonas adenohipofisarias. También se detallan los resultados
obtenidos por RT-PCR de los niveles de ARNm de algunas de estas moléculas

en la hipdfisis y en el tejido adiposo.

En el segundo bloque se comparan los resultados obtenidos en los
ratones silvestres en condiciones normales con un modelo de raton carente del
gen DIkl, resaltando aquellas alteraciones que pueden estar directa o
indirectamente relacionadas con la ausencia de expresion de la proteina DLK1
en el eje hipdfisis-adiposo. El andlisis de dichas alteraciones se centra en la
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adenohipdfisis y en el tejido adiposo. . Por lo que, en primer lugar se describen
las variaciones en la hipdfisis del raton mutante respecto al control, en el
numero de células de cada uno de los tipos celulares adenohipofisarios, asi
como las diferencias en los niveles séricos de las hormonas que producen.
Luego se detallan los cambios en la expresiéon de la hormona adipocitica
leptina Lp y se su receptor LpR en las células adenohipofisarias. Por ultimo, se
presentan las alteraciones encontradas en la expresion de los receptores de las
hormonas adenohipofisarias en el tejido adiposo de ratones mutantes respecto

a los controles.

RESULTADOS EN EL RATON MACHO ADULTO

1. Distribuciéon de las células adenohipofisarias productoras de
hormonas.

El I6bulo anterior de la adenohipodfisis esta constituido por células
glandulares, distinguiéndose cinco tipos celulares productoras de hormonas,
corticotropas (ACTH), tirotropas (TSH), gonadotropas (FSH/LH), lactotropas
(PRL) y somatotropas (GH). Hemos analizado la distribucion dorsoventral y la
proporcion de células productoras de hormonas adenohipofisarias (CPHA) en
el I6bulo anterior del ratéon adulto de la cepa 129/SvJ. Para ello hemos dividido
la hipdfisis en tres tercios (dorsal, medio y ventral). Todos los niveles mostraron
células inmunorreactivas (células-ir) para las diferentes hormonas y aun
cuando no se observo regionalizacion especifica en la distribucion de estas
células, el tipo celular gonadotropo (FSH/LH), estuvo mayoritariamente
localizado en el borde del |6bulo anterior. Adicionalmente, las células-ir del

I6bulo anterior situadas en los bordes muestran una aparente mayor intensidad
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en la inmunorreaccion en comparacion con aquellas células localizadas en la
parte mas central, independientemente del tipo celular (Fig. 5). Adicionalmente,
en el I6bulo intermedio se observaron abundantes células ACTH-ir, el tipo
celular caracteristico de este I6bulo (Fig. 5 C1.1). El tipo celular hipofisario mas
abundante es el somatotropo (GH; 50,3%+2,6%), seguido del lactotropo (PRL;
23,9+1,09%), corticotropo (ACTH; 9,3+0,6%), tirotropo (TSH; 8,9+0,5%) y

gonadotropo (FSH/LH; 8,4+0,6%).
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2. Expresion de la proteina DLK1 en la hipdfisis. Distribucion y
localizacion.

En el I6bulo anterior se detectaron abundantes células DLK1-ir,
ampliamente distribuidas por el mismo, mientras que no se observaron células

DLK1-ir en el I6bulo intermedio. La inmunorreactividad en el I6bulo posterior fue

mas débil (LA, LI, LP; Fig.6).

Figura 6. Distribucion diferencial de las células DLK1-ir en una seccién
horizontal de la hipdfisis de ratdon adulto. Destaca el intenso marcaje en LA.
Las flechas indican algunas células DLK1-ir. Para la deteccién de la
peroxidasa se utilizé el revelador diaminobencidina. LA: lI6bulo anterior; LlI:
I6bulo intermedio; LP: I6bulo posterior. Barra de escala: 20 um.
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Todos los niveles dorso-ventrales del lobulo anterior hipofisario
mostraron abundante cantidad de células DLK1-ir sin que se observara ninguna
regionalizacién especifica (Fig. 7 A-C). El porcentaje de estas células fue
aproximadamente un 45% del total. La inmunorreaccion fue citoplasmatica
siendo muy intensa en la regién adyacente al nucleo y mas débil en el resto de

citoplasma (Fig. 7 D1y D2).
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Figura 7. (A-C) Secciones de I6bulo anterior (LA) de la hipdfisis tomadas de
un nivel dorsal (A), intermedio (B) y ventral (C). Obsérvese la abundante
cantidad de células DLK1-ir en todos los niveles (flechas). (D1 y D2)
Imagenes ampliadas, notese que la inmunorreaccion para DLK1 es mas
intensa en la region yuxta-nuclear que en el resto de la célula. Para la
deteccion de la peroxidasa se utilizd el revelador 4-cloro 1-naftol. Barra de
escala: (A-D1) 10 uym, (D2) 5 pm.
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El I6bulo intermedio fue inmuno-negativo para DLK1, sin embargo, en el
I6bulo posterior observamos células DLK1-ir dispersas, presumiblemente

pituicitos (Fig. 8 Ay B).

A SIS B DLK1

LI R LP /\

Figura 8. Inmunorreactividad para DLK1 en los I6bulos intermedio y
posterior. (A) El lobulo intermedio (LI) carece de marcaje para DLK1
mientras que el |6bulo posterior (LP) presenta células DLK1-ir dispersas
(flecha), probablemente pituicitos, que se muestran a mayor aumento en
(B). Para la deteccion de la peroxidasa se utilizé el revelador 4-cloro 1-
naftol. Barra de escala: (A) 10 ym, (B) 5 pm.

2.1 Localizacion subcelular.

La técnica de microscopia electronica revelo6 la ubicacion subcelular de
la proteina DLK1 en las células adenohipofisarias del |6bulo anterior. DLK1 se

localiza principalmente en el reticulo endoplasmatico rugoso, cerca de la
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envoltura nuclear (RER, Fig. 9 A, flechas negras) y dentro de las vesiculas de

secrecion (Fig. 9 B-D, flechas rojas).

Figura 9. (A-D) Microfotografias electronicas ilustrando la localizacion
subcelular de DLK en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER; flechas
negras) adyacente al nucleo (N) y dentro de las vesiculas de secrecion (VS;
flechas rojas). Barra de escala: (A-C) 0,5 pm, (D) 0,2 uym.
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2.2. Caracterizacion de las células DLK1-ir del I[6bulo anterior.

Para identificar los tipos celulares adenohipofisarios que son DLK1-ir
usamos la técnica de elucidén retratamiento, determinando la presencia de
DLK1 en todos los tipos celulares productores de hormonas adenohipofisarias
(no mostrado). Mediante doble marcaje con inmunofluorescencia se calcularon
los porcentajes de los distintos tipos de células productoras de hormonas que
presentaban DLK-ir. Las células somatotropas fueron las que mayoritariamente
expresaron la proteina DLK1 (70+5,9%, células GH-DLK1-ir), seguidas de las
células lactotropas (49,3+3,0%, células PRL-DLK1-ir), tirotropas (11,0+4,6%,
células TSH-DLK1-ir), gonadotropas (7,6+3,0%, células FSH/LH-DLK1-ir) y

corticotropas (6,7+1,7%, células ACTH-DLK1-ir) (Fig. 10).

Otro dato interesante relacionado con las células adenohipofisarias
gonadotropas y lactotropas fue la observacion frecuente de células PRL-DLK1-
ir en intimo contacto con células gonadotropas inmunorreactivas (FSH/LH-ir)

que son inmuno-negativas para DLK1 (Fig. 11).
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Figura 10. Identificacion de células adenohipofisarias productoras de
hormonas que expresan DLK1 mediante doble marcaje. La primera columna
muestra los tipos celulares productores de hormonas, la segunda las células
DLK1-ir y la tercera las células doblemente marcadas (flechas). Las imagenes
se han ordenado en orden decreciente de colocalizacién, es decir, de mayor a
menor porcentaje de tipos celulares que presentan DLK1. Barra de escala: 10
pm.
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Figura 11. Inmunoreactividad para PRL (A1), DLK1 (A2) y FSH/LH (A3) en
la misma seccion horizontal de un I6bulo anterior hipofisario. Las células
lactotropas (marrén; PRL-ir) que son también DLK1-ir (azul; sefialadas con
flechas negras en A1, A2 y flechas blancas en A3), aparecen proximas a
células gonadotropas negativas para DLK1 (rojas; FSH/LH-ir). Para la
deteccidn de la peroxidasa en A se utilizo el revelador dietilcarbazol en A2 el
4-cloro 1-naftol y en A3 deteccién por inmunofluorescencia. Barra de escala:
10 pym.
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3. Expresion del receptor de leptina en células adenohipofisarias.

La inmunohistoquimica para el receptor de leptina (LpR) reveld la
presencia de abundantes células LpR-ir en el I6bulo intermedio y, en menor
grado, en el I6bulo anterior adenohipofisario, mientras que el I6bulo posterior no
mostré inmunorreaccion (Fig. 12). El marcaje se observd concentrado en el
citoplasma. Las células LpR-ir se distribuyeron ampliamente por el l6bulo
anterior e intermedio, constituyendo en el caso del |ébulo anterior un 17,09
+0,9% de sus células. Mediante la técnica de doble marcaje se determin6 que
todos los tipos celulares adenohipofisarios fueron LpR-ir en las siguientes
proporciones: 41,5 +3,9% de las células somatotropas (células GH-LpR-ir),
13,5 +1,7% de las lactotropas (PRL-LpR-ir,), 3,5 £1,3% de las gonadotropas
(células FSH/LH-LpR-ir), 3,3 +0,6% de las tirotropas (células TSH-LpR-ir) y
3,01 +0,5% de las corticotropas (células ACTH-LpR-ir) (Fig. 13 A1-3, B1-3, C1-
3, D1-3 y E1-3, respectivamente). Por otra parte, los niveles de expresiéon del
ARNmM del LpR obtenidos por RT-PCR fueron bajos y homogéneos entre las
muestras analizadas, con una media de 2,05 +0,32.

A LpR B1 LpR
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Figura 12. Expresion del receptor de leptina LpR-ir en células del l6bulo
anterior de la hipdfisis. (A) Presencia de abundantes células LpR-ir en el
[6bulo  intermedio. El I6bulo posterior no muestra marcaje
inmunocitoquimico. (B1, B2) Células LpR-ir del I6bulo anterior. La imagen
minimizada en B2 representa un area y/o campo completo. Las flechas
sefalan células LpR-ir. Para la deteccidon de la peroxidasa en A y B1, se
utiliz6 el revelador 4-cloro 1-naftol y en B2 deteccion por
inmunofluorescencia. (A-B2) Barra de escala: 10 pm.
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Figura 13. Localizacion de células productoras de hormonas que presentan
el receptor de leptina (LpR) mediante marcaje inmunofluorescente en el
I6bulo anterior hipofisario. La primera columna muestra cada uno de los
tipos celulares productores de hormonas, la segunda las células LpR-ir y la
tercera las células doblemente marcadas en secciones horizontales
representativas; los dobles marcajes estan realizados en la misma seccién.
Las flechas sefialan las células doblemente marcadas. Barra de escala: 10
pum.

3.1. Colocalizacion del receptor de leptina en células DLK1-ir en el |I6bulo
anterior hipofisario.

En el apartado 2.2 de los resultados, hemos mostrado que DLK1 esta
presente en todos los tipos celulares productores de hormonas
adenohipofisarias, mayoritariamente en somatotropas y lactotropas. Teniendo
en cuenta que el receptor LpR también se observd en todos los tipos celulares
adenohipofisarios, mayoritariamente en las somatotropas, podemos esperar
una amplia colocalizacion de células DLK1-LpR-ir. El analisis del recuento
celular mostré que las células DLK1-ir fueron también LpR-ir en un 46,6% (Fig.

14).

Figura 14. Expresion del receptor de leptina en células DLK1-ir del l6bulo
anterior hipofisario. Las flechas sefialan las células doblemente marcadas.
Barra de escala: 10 pym.

48



Resultados

4. Deteccion inmunohistoquimica de la hormona leptina en células
hipofisarias.

Nuestros resultados también muestran la presencia de la hormona
adipocitica leptina (Lp) en células del Iébulo anterior hipofisario de ratones
adultos, en un porcentaje de 6,8 +1,1% respecto al numero total de células
(Fig. 15). Los recuentos de células en los dobles marcajes
inmunofluorescentes mostraron que solo las células somatotropas y lactotropas
fueron Lp-ir, en un 15,8 £3,0% y un 9,6£1,3%, respectivamente (células GH-Lp-
ir y PRL-Lp-ir; Fig.16 A1-3 y B1-3, respectivamente). Asi mismo, el 100% de
las células Lp-ir también presentaron LpR-ir (células Lp-LpR-ir) (Fig.16 C1-3).
Sin embargo, la expresion del ARNm de leptina hipofisaria fue practicamente
indetectable en cuatro de las cinco muestras analizadas por RT-PCR, con una

media de 2,00 +1,7.

Figura 15.
Deteccion por
Inmunofluores
cencia para
Lp. La imagen
representa un

area y/o
campo
completo.
Barra de

escala: 10 um.
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Figura 16. Expresion de la hormona adipocitica leptina (Lp) en células
somatotropas y lactotropas, y de su receptor en células Lp-ir del I6bulo
anterior hipofisario. (A1-A3) Colocalizacién de Lp-ir en células somatotropas.
(B1-B3) Colocalizacién Lp-ir en células lactotropas. (C1-C3) Doble marcaje
de Lp con LpR-ir. Las flechas senalan las células-ir doblemente marcadas.
Barra de escala: 10 ym.

5. Andlisis inmunohistoquimico de Lp en relacién con DLK1 en las células
somatotropas y lactotropas.

En este estudio mostramos, por un lado, la presencia de la hormona Lp
en las células somatotropas y lactotropas y por otro, la inmunodeteccion de
DLK1 fundamentalmente en células somatotropas y lactotropas. Al analizar
inmunohistoquimicamente la Lp en relacién con DLK1, se determiné que el
59.4% de las células Lp-ir fueron también DLK1-ir (células Lp-DLK1-ir, Fig. 17

A1-2). Ademas, mediante triple marcaje se observd que las células
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somatotropas y lactotropas fueron también Lp-DLK1-ir en un 6.8 y 6.0%,

respectivamente (Fig. 17 B3-4 y C3-4, respectivamente).

Figura 17. (A1, A2). Colocalizacion de la hormona leptina en células
adenohipofisarias que expresan la proteina DLK1. Para la deteccion de la
peroxidasa se utilizo el revelador diaminobencidina en A1y en A2 el 4-cloro 1-
naftol. Las flechas sefialan las células en las que colocalizan ambos péptidos
(células Lp-DLK1-ir). (B1-B3) Triple inmunofluorescencia que muestra células
somatotropas GH que también son Lp-ir y DLK1-ir (C1-C3) Triple
inmunofluorescencia en donde se observan células lactotropas PRL que
también son Lp-ir y DLK1-ir. Las flechas sefalan las células que expresan los
tres marcadores. Barra de escala: 10 pym.
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6. Expresién de los receptores de hormonas adenohipofisarias en el tejido
adiposo.

Las células adiposas fueron inmunorreactivas para todos los receptores
de las hormonas adenohipofisarias ACTHR, TSHR, FSHR, LHR, PRLR, GHR
(Fig. 18). Ademas se analizo la expresion de estos receptores de las hormonas
adenohipofisarias en el tejido adiposo de ratones adultos mediante RT-qPCR,
con oligos especificos. Se detectaron altos niveles de los ARNm de GHR vy
TSHR en todas las muestras (Fig. 19. Grafico), bastante mayores que los
niveles detectados para ACTHR y PRLR (Fig. 19. Grafico), que se expresaron
a un nivel intermedio. En cuanto a los niveles de expresion de los ARNm de
LHR y FSHR fueron bajos, especialmente los de FSHR, y se observé una gran

variabilidad entre todas las muestras (Fig. 19).

A control negativo |B ACTHR C TSHR
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Figura 18. (A) Imagen ilustrativa del control negativo, en donde se
observa el citoplasma en ausencia total de inmunoreaccion (B-G).
Inmunohistoquimica de los receptores de hormonas adenohipofisarias
(ACTH, TSH, FSH, LH, PRL y GH) en células adiposas de ratones WT.
Las flechas sefialan porciones del citoplasma en forma de anillo donde la
inmunotincion fue mas intensa. Para la deteccion de la peroxidasa se
utilizé el revelador 4-cloro 1-naftol. (A-G), Barra de escala: 10 pm.
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Figura 19. Valores relativos de los niveles de ARNm de los diferentes
receptores de hormonas adenohipofisarias en tejido adiposo de ratones
machos adultos. Las barras de error representan la variabilidad
observada en los niveles de ARNm.

7. Expresién de leptinay su receptor en el tejido adiposo.

En las células adiposas se pudo detectar una débil inmunorreactividad
para Lp, siendo esta mas intensa para su receptor. (Fig. 20). Por otro lado, los

niveles de expresion del ARNm de Lp por RT-PCR en el tejido adiposo fueron
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muy elevados, aunque con mucha variabilidad entre las muestras (Fig. 21). En
cambio, la expresion del ARNm del LpR, fue muy baja en este tejido y muy

similar entre todas las muestras (Fig. 21)
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Figura 20. Deteccién inmunohistoquimica de la hormona adipocitica leptina
Lp (A) y de su receptor LpR (B) en células adiposas. Las flechas sefnalan
porciones del citoplasma en donde la inmunotincion fue mas intensa. (C)
Control negativo sin el anticuerpo primario; obsérvese el citoplasma
compactado en ausencia de inmunorreaccion. Para la detecciéon de la
peroxidasa se utilizo el revelador 4-cloro 1-naftol. Barra de escala (A y B) 10
pm, (C) 5 um.
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Niveles de ARNm en tejido adiposo
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Figura 21. Valores relativos de los niveles de expresién del
ARNmM de leptina (Lp) y su receptor (LpR) en células adiposas de
ratones machos adultos. Las barras de error representan la
variabilidad observada en los niveles de ARNm.

RESULTADOS EN EL RATON ADULTO CARENTE DEL GEN DIk1

8. Analisis de las células productoras de hormonas adenohipofisarias en
el I6bulo anterior de ratones KO-DIk1.

Para evaluar si la proteina DLK1 presente en las células
adenohipofisarias puede afectar a la sintesis y secrecion de hormonas,
analizamos cada hormona mediante inmunohistoquimica, comparando los

resultados de los ratones KO-Dlk1 con los obtenidos en los ratones control.

Al igual que en los ratones control, las células productoras de hormonas
adenohipofisarias estuvieron presentes y sin regionalizacion aparente en el
I6bulo anterior de los ratones homocigotos DIk1l. Igualmente, las células
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somatotropas fueron las mas abundantes (32,8+2,4% del total de células), sin
embargo, este porcentaje fue un 17,5% inferior al de los ratones WT (Fig. 22;
Tabla 3); también Estas diferencias fueron

véase apartado 8.1.

estadisticamente significativas. El resto de los tipos celulares no mostraron
diferencias significativas respecto al control ni en abundancia relativa (Tabla 3),
ni en intensidad de la inmunorreaccién (Fig. 23 A1-C2), salvo en los casos de

las células PRL-ir y FSH-ir (analizado en el apartado 8.2).
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Figura 22. Células GH-ir en la adenohipdfisis de un raton deficiente de DIkl
comparados con el ratén control. Se muestran dos secciones horizontales
de la adenohipofisis a nivel del primer tercio dorso-ventral. Obsérvese el
mayor numero aparente de células GH-ir en el control (A1) comparado con
el mutante (A2). WT: ratones control; KO: ratones knockout DIk1. Para la
deteccion de la peroxidasa se utilizé el revelador 4-cloro 1-naftol. Barra de
escala: 10 ym.

Tipos celulares adenohipofisarios Porcentaje en Porcentaje en Anélisis

WT KO comparativo y
significacion
estadistica

Células somatotropas (GH) 50,3+2,6% 32,8+2,49% *** p<0.0001
Células lactotropas (PRL) 23,9+1,09% 26,1+2,4% No significativo
Células corticotropas (ACTH) 9,3+0,6% 7,6+0,6% No significativo
Células tirotropas (TSH) 8,9+0,5% 8,3+0,6% No significativo
Células gonadotropas (FSH/LH) 8,4+0,6% 9,5+0,6% No significativo
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Tabla 3. Porcentaje de los distintos tipos de células productoras de
hormonas adenohipofisarias en ratones control (WT) y KO-DIk1 (KO). El
menor numero de células GH en el I6bulo anterior de ratones mutantes fue

estadisticamente significativo. *** p<0,0001.
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Figura 23. Células ACTH-ir, TSH-ir y LH-ir en la adenohipdfisis de ratones
silvestres (WT) y ratones deficientes en DIkl (KO). La inmunotincion es
similar en los dos genotipos para los tres tipos celulares. Las flechas
sefalan células inmunorreactivas. Para la deteccion de la peroxidasa se
utilizo el revelador 4-cloro 1-naftol. Barra de escala: 10 uym.
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8.1. Descenso en el nimero de células somatotropas en el ratén DIk1™.

Como se ha comentado en el apartado anterior, el analisis comparado
de la distribucién y numero relativo de células GH-ir a nivel cualitativo (ver Fig.
22) mostraba diferencias que se analizaron cuantitativamente mediante el
recuento celular y su posterior anadlisis estadistico, encontrandose que el
porcentaje de somatotropas disminuyé significativamente en un 17,5% en los
ratones deficientes en DIkl comparado con los controles (p<0,0001; U= 358,5)
(Fig. 24 A; Tabla 4). Ademas se encontré diferencias significativas en el
numero de células GH-ir dependiendo del nivel dorso-ventral en la hipdfisis.
Las mayores diferencias, comparadas con el control, se detectaron en los
tercios, dorsal (secciones 10-12) y ventral (secciones 22-31) donde el numero

de células somatotropas disminuyé drasticamente (p<0,05; Fig. 24 B).
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Figura 24. Numero de células GH-ir en la adenohipdfisis. Se observa un
descenso significativo de células GH los ratones deficientes en DIkl (KO)
comparado con los controles (WT). (A) Porcentaje de células GH-ir en
ratones WT y en ratones KO. *** Diferencia significativa frente al control
(p<0,0001). (B). Distribucion de células GH en un plano dorso-ventral. *
Diferencia significativa frente al control (p<0,05).
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8.2. Analisis comparativo entre las células gonadotropas y lactotropas de
ratones WT y KO.

Las células gonadotropas y lactotropas de ratones DIk1”" presentan
diferencias notorias en la intensidad de la inmunorreaccion con respecto al
control. Estos dos tipos celulares mostraron una inmunotincion citoplasmatica
mas débil en todos los niveles del I6bulo anterior adenohipofisario en los
ratones mutantes respecto a los controles. Esto fue mas evidente en las células
FSH-ir localizadas en las zonas centrales del I6bulo anterior (Fig. 25 A1-A2)
mientras que en el caso de las células PRL-ir todas las células presentaron una
inmunotincion mas débil, tanto las situadas en el borde del I6bulo como en la

parte mas central del mismo (Fig. 25 B1-B2).
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Figura 25. Células FSH-ir y PRL-ir en secciones horizontales de la hipdfisis
comparando la inmunotincidon en los ratones WT y KO. Obsérvese la mayor
intensidad de la inmunorreaccion en los WT. Las flechas sefalan las células
inmunorreactivas. Para la deteccién de la peroxidasa se utilizé el revelador
4-cloro 1-naftol. Barra de escala: 10 um.
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8.3. Anadlisis por RT-PCR de los niveles de ARNm de las hormonas FSH,
LH, PRL y GH.

Para evaluar si la ausencia de DLK1 afecta a la expresién de aquellas
hormonas adenohipofisarias en que se detectan diferencias a nivel
inmunohistoquimico, se analizaron los niveles de expresion de los ARNm de
las hormonas FSH, LH, PRL y GH mediante RT-PCR, comparando los ratones
mutantes con los controles. Los datos obtenidos se resumen en la Figura 26.
Los niveles de ARNm de la hormona FSH se redujeron significativamente a un
56,4 +9,4% de lo obtenido en los controles (p<0,05). Sin embargo, no hubo
diferencias significativas en los niveles de expresion de los ARNm de LH, PRL

y GH entre los ratones DIk1”" y los controles.
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Figura 26. Niveles de expresion de los ARNm de FSH, LH, PRL y GH en la
hipofisis de ratones DIk1” comparados con los ratones control. Los datos
de la RT-PCR muestran una reduccion significativa en los niveles de ARNm
de FSH en los ratones DIk1”, expresado como el porcentaje del total del
nivel de expresion del ARNm de dicha hormona en los ratones control. *
Diferencia significativa frente al WT (p<0,05). Cada columna representa la
media del porcentaje £ SEM. GH, hormona de crecimiento; FSH, hormona
foliculo estimulante; LH, hormona luteinizante; PRL, prolactina.
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9. Niveles séricos de las hormonas adenohipofisarias FSH, LH, PRL, GH y
la hormona adipocitica leptina en los ratones KO-DIk1.

Dado que en los ratones KO se observaron variaciones en la
inmunorreactividad y expresion de las hormonas adenohipofisarias FSH, PRL y
GH, se procedié a medir los niveles de estas hormonas en el suero sanguineo
de ambos genotipos de ratones. También hemos incluido en este estudio la
hormona luteinizante (LH) por estar producida y secretada por el mismo tipo
celular gonadotropo productor de la FSH.

El andlisis estadistico de los resultados no mostré diferencias
significativas en los niveles séricos de FSH, LH y GH entre ratones DIk1” y
controles (Fig. 27). Con respecto a los niveles circulantes de la hormona PRL,
estuvieron en el limite de deteccién en el suero de los ratones WT y solo
detectable en tres de las cinco muestras sanguineas de los ratones DIk1™", por
lo que no se obtuvieron datos que permitieran ser analizados

Teniendo en cuenta que los ratones adultos DIk1™ presentan una mayor
masa de grasa corporal, niveles altos de lipidos circulantes y que todas las
células productoras de hormonas hipofisarias expresan receptores de leptina
(véase INTRODUCCION), se analizaron también los niveles de leptina sérica.
El analisis de los resultados mostré un incremento significativo en los niveles
circulantes de leptina hasta un porcentaje del 736,8 £51,3% respecto al nivel de

referencia encontrado en los ratones control (p<0,001) (Fig. 27).
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Figura 27. Niveles circulantes de las hormonas GH, FSH, LH y leptina en
ratones DIk1™” comparados con los controles. Los datos obtenidos mediante
ELISA muestran un incremento significativo en los niveles séricos de leptina
en los ratones DIk1”, expresados como el porcentaje del total de los niveles
de concentracion de las hormonas en los controles. ** Diferencia significativa
frente a los animales control (p<0,001). GH, hormona de crecimiento. FSH,
hormona foliculo estimulante. LH, hormona luteinizante.

10. Expresiéon del receptor especifico de la hormona leptina en células
hipofisarias de ratones KO-DIk1.

Nuestros resultados han puesto de manifiesto que en los ratones KO-
DIkl los niveles circulantes de leptina adipocitica estan significativamente
incrementados, de ahi la importancia de analizar las variaciones en la
expresion del receptor de leptina (LpR) en el I6bulo anterior de la hipdfisis en

estos ratones y compararlas con los ratones control.
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El analisis inmunohistoquimico mostré la presencia de células LpR-ir en
los I6bulos anterior e intermedio de la hipdfisis de ratones mutantes (Fig. 28 A,
B1-2, respectivamente). Sin embargo, el numero de células LpR-ir en el 16bulo
anterior fue de 27,17 +1,5%, mostrando un aumento significativo del 10%
(p<0.0001; U= 1805) en comparacion con el control (Fig. 29 A. Tabla 4). Por
otra parte, LpR también estuvo presente en todas las células adenohipofisarias
y, del mismo modo que en los controles, se expresdé mayoritariamente en
células somatotropas en un 53,1 +4.0% (células GH-LpR-ir). Este porcentaje
supuso un incremento significativo del 11,6%, respecto al control (p<0.05; U=
560.0) (Fig. 29 B). En relacién al resto de tipos celulares no se encontraron
diferencias significativas respecto a los animales control (Tabla 4). En cuanto a
los niveles de ARNm del LpR fueron ligeramente mas altos que en los ratones

control (Fig. 30).
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Figura 28. Presencia del receptor de leptina (LpR) en el I6bulo intermedio (A)
y en el I6bulo anterior de la hipdfisis en ratones DIk1™. Las flechas sefialan
células inmunorreactivas en ambos lébulos. Obsérvese la abundante presencia
de células LpR-ir en el I6bulo intermedio. (B1) Imagen ampliada para observar
detalles. (B2) Imagen inmunofluorescente minimizada que representa un area
y/o campo completo. Para la deteccion de la peroxidasa en A 'y B1 se ultilizo el
revelador 4-cloro 1-naftol y en B2 deteccion por inmunofluorescencia (A) Barra
de escala: 20 ym, (B1-2) Barra: 10 ym.
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Figura 29. Porcentaje de células LpR-ir y GH-LpR-ir en la adenohipdfisis de
ratones DIk1” comparado con los animales control. (A) La grafica muestra el
porcentaje de células LpR con respecto al numero total de células por area,
tomando como 100% al numero total de células/area. El porcentaje de células
LpR es mayor en los ratones DIk1” (KO) que en los controles (WT). *** Diferencia
significativa frente al control (p<0,0001). (B) La grafica muestra el porcentaje de
células GH-LpR respecto al numero total de células GH/area, tomando como el
100% el numero total de células GH/area. El porcentaje de células GH-LpR es
mayor en el KO que en el WT. * Diferencia significativa frente al WT con una
p<0,05.

Tipos celulares Porcentaje Porcentaje en Andlisis
en ratones ratones KO comparativo
WT y
Significacién
estadistica
CélulasLpR 17,09+0,9% 27,17+1,5%*** p<0,0001
Células GH-LpR 41,5+3,8% 53,1+4,0% * p<0,05
Células PRL-LpR 13,5+1,7% 16,1+1,6% n/s
Células FSH/LH-LpR 3,5+1,3% 5,0+£0,9% n/s
Células TSH-LpR 3,3+0,6% 4,0+0,8% n/s
CélulasACTH-LpR 3,0+0,5% 3,610,7% n/s

Tabla 4. Tabla comparativa del porcentaje de adenohipofisarias productoras de
hormonas que también son LpR-ir en ratones control (WT) y DIk1” (KO). Sélo se
encontraron aumentos significativos en el porcentaje de células LpR y de células
GH-LpR-ir en los ratones KO en comparacion con los WT. *** Diferencia
significativa frente al WT con una p<0,0001. * Diferencia significativa frente al WT
con una p<0,05.

64




Resultados

x 5 Figura 30. Niveles de ARNm de
= 4 LpR en hipofisis de ratones DIk1”
S (KO) comparados con los
§ 31 controles (WT). Las columnas
EE _— representan los valores del
g 21 — porcentaje de la media (x SEM)
8 . para cada genotipo. El analisis
S estadistico no mostré diferencias
<0 . - significativas.
WT KO

11. Deteccion de la hormona adipocitica leptina en células hipofisarias de
ratones KO-DIk1.

De igual modo que en los ratones control, se observaron escasas células
Lp-ir en el I6bulo anterior hipofisario de los ratones DIk1” (Fig. 31), siendo solo
un 3,0 £.6% del total de células. Este porcentaje mostré6 una reduccién
significativa del 3.8% respecto al control (p<0,05; U= 555,0) (Fig. 32 A).
Adicionalmente, y de forma similar a los ratones control, solo las células
somatotropas y lactotropas fueron Lp-ir. De las células somatotropas, solo un
10,2 £1,7% fueron Lp-ir, lo que supuso un descenso del 5,6% respecto al
control, aunque esta diferencia no fue significativa. Con respecto a las células
lactotropas, un 4,8 £1,1% fueron Lp-ir, mostrando una disminucion significativa
respecto al control del 4,8% (p<0,01; U= 532,5) (Fig. 32 B). No obstante, y de
igual manera que los ratones control, la colocalizacion Lp-LpR-ir también fue
del 100%. En cuanto a los niveles de ARNm de Lp obtenidos por RT-gPCR
fueron practicamente indetectable en todas las muestras y muy similares a los

controles (Fig. 33).
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Figura 31. Deteccion de la hormona leptina en células del I6bulo anterior
adenohipofisario de ratones DIk1”. (A1) Inmunorreaccién por peroxidasa
fue detectada mediante la tincion Shu. (A2) Deteccion de Lp por
inmunofluorescencia representando un area y/o campo completo. Barra de

escala: 10 ym.
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Figura 32. Porcentaje de células inmunorreactivas Lp y PRL-Lp en los
ratones DIk1” (KO) comparado con los ratones control (WT). (A) Se muestra el
porcentaje de células Lp-ir con respecto al numero total de células por area,
tomando como 100% al numero total de células/area. El porcentaje de células
Lp es menor en el KO que en el WT. * Diferencia significativa frente al WT
con una p<0,05. (B). Muestra el porcentaje de células PRL-Lp-ir respecto al
numero total de células PRL-ir/area, tomando como el 100% el niumero total
de células PRL-ir/area. El porcentaje de células PRL-Lp-ir es menor en KO en
comparacion con los WT. ** Diferencia significativa frente al WT con una
p<0,01.
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12. Analisis de los receptores de hormonas adenohipofisarias, de la
hormona adipocitica y su receptor en el tejido adiposo de ratones KO-
DIk1.

Las células adiposas de los ratones KO-DIk1, al igual que los ratones
control, mostraron inmunorreactividad para los receptores de hormonas
adenohipofisarias (Figs. 34), asi como para leptina y su receptor (Fig. 35). Sin
embargo, no se detectaron diferencias en la intensidad de la inmunotincién
entre ambos grupos, si bien la inmunorreactividad para Lp en las células del
ratdn mutante fue, en apariencia, algo mas débil que en el control (comparar

con Fig. 20, ratones control).
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Figura 34. (A-F). Inmunorreaccién de los receptores de las hormonas
adenohipofisarias ACTH, TSH, FSH, LH, PRL y GH en células adiposas de
ratones DIkl - Las flechas sefialan porciones del citoplasma en forma de
anillo donde la inmunotinciéon fue mas intensa. Para la deteccion de la
peroxidasa se utilizo el revelador 4-cloro 1-naftol. (G) Control negativo. (A-
F), Barra de escala: 10 ym, (G) Barra de escala: 5 pm.
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Figura 35. (A-B). Inmunohistoquimica de la hormona adipocitica leptina
(Lp) y su receptor (LpR) en células adiposas de ratones DIk1™. Las flechas
sefalan porciones del citoplasma en forma de anillo, donde Ia
inmunotincion fue mas intensa. Para la deteccién de la peroxidasa se
utilizd el revelador 4-cloro 1-naftol. (C) Imagen ilustrativa del control
negativo, (A-B), Barra de escala: 10 um; (C) Barra de escala: 5 pm.
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12.1. Anédlisis comparativo de los niveles de ARNm de los receptores de
hormonas adenohipofisarias, leptina y su receptor en el tejido adiposo de
ratones KO-DIk1.

En cuanto a los niveles de los ARNm de los receptores de ACTH, TSH,
FSH, LH, PRL, GH, asi como de Lp y su receptor LpR por RT-gPCR solo
hemos detectado diferencias significativas en los niveles de expresion del
receptor de la hormona tirotropa (TSHR), siendo mayor el nivel de ARNm en el
adiposo de los KO-DIk1 que de los controles (WT) (p<0.01; U= 0.0000) (Fig. 36
A). Por el contrario, los niveles de ARNm de los restantes receptores de
hormonas adenohipofisarias (Fig. 36 B-F), asi como de Lp y LpR, fueron
similares a los de ratones controles (Fig. 37 Ay B).
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Figura 36. Niveles de ARNm de los diferentes receptores de hormonas
adenohipofisarias en tejido adiposo de ratones DIk1” (KO) comparados
con los controles (WT). Solo se detectd un incremento significativo en los
niveles de ARNm de TSHR en ratones KO comparado con los ratones
WT (A). Las columnas representan los valores de la media (+ SEM) para

cada genotipo. ** Diferencia significativa frente al WT con una p<0,01.
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Figura 37. Grafico A. Niveles de ARNm de Lp (A) y su receptor LpR (B)
en tejido adiposo de ratones DIk1” (KO) comparados con los controles
(WT). Las columnas representan los valores de la media (x SEM) para
cada genotipo. El andlisis estadistico no mostré diferencias significativas.
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Discusién

Numerosas evidencias han llevado a que en la ultima década se haya
aceptado la existencia de un eje hipotalamo-hipdfisis-adiposo. Estas evidencias
ponen de manifiesto la naturaleza endocrina de las células adiposas, asi como
la existencia de mecanismos de retroalimentacion entre los distintos niveles del
eje (Schaffler y cols., 2005; 2006). Nuestro trabajo es el primer estudio in vivo
que muestra la expresion de los receptores de hormonas hipofisarias en células
adiposas, ademas de su relacion con el receptor de la hormona adipocitica
leptina (LpR) en las células hipofisarias. Este estudio lo hemos realizado
utilizando un modelo de ratén 129/SvJ carente del gen DIk1. Este gen codifica
una proteina reguladora de la diferenciacion adipocitica y de los ejes

neuroendocrinos.

Los principales hallazgos del estudio han sido:

1) Demostrar que las células adiposas expresan, a nivel de ARNm y
proteina, receptores para todas las hormonas adenohipofisarias, siendo los
niveles mas altos para los receptores de GH y TSH, y que todas las células

hipofisarias expresan LpR.

2) Mostrar que la leptina hipofisaria puede actuar de manera autocrina
sobre las células GH y PRL y paracrinamente sobre los otros tipos celulares en

la hipdfisis de raton.

3) Demostrar que la produccion de leptina hipofisaria esta regulada por
la proteina DLK1 y que esta ultima modula la accidén de la leptina adipocitica

sobre las células productoras de leptina hipofisaria.
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1. Interacciones entre la hip6fisis y el tejido adiposo

En este trabajo mostramos, por primera vez en el ratén in vivo, la
expresion a nivel de ARNm y proteina de los receptores para todas las
hormonas hipofisarias en las células adipociticas, y del LpR en todas las
células hipofisarias. Esto apoya la existencia de un eje neuroendocrino donde
el adiposo es la glandula diana. Esto fue hipotetizado por primera vez en 2005
por Schaffler y colaboradores. Estos autores demostraron in vitro la expresion
de receptores de las distintas hormonas hipofisarias, excepto de las
gonadotropas, en células adiposas humanas en cultivo. Anteriormente, solo se
conocia la accién del adiposo sobre el hipotalamo por la presencia de LpR en
diferentes nucleos hipotalamicos que controlan la ingesta (Mizuno y cols., 1996;
Baskin y cols., 1999). Asimismo, la interaccion de la leptina, por medio de sus
receptores, con células hipofisarias se habia demostrado en rata y ratén, por
RT-PCR (Jin y cols., 2000) y por inmunohistoquimica (Sone y cols., 2001; Sone

y Osamura, 2001).

La deteccion de LpR en células hipofisarias presenta diferencias entre
las distintas especies estudiadas, indicando una regulacién diferencial
especifica de la especie. Asi, en hipdfisis ovina, Igbal y cols., (2000a)
encontraron LpR en el 69% de las células somatotropas, en el 29% de
gonadotropas y en el 27% de corticotropas. En células hipofisarias de rata, un
97% de células GH y menos del 1% de los otros tipos celulares presentaban
LpR (Sone y cols., 2001; Sone y Osamura, 2001). En el ratén, el 6,4% de
células del l6bulo anterior hipofisario presentaron LpR; de estas células el

36,1% fueron células somatotropas (Cai, 1999). De la misma forma, nuestros
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resultados en el raton de la cepa 129/Svd muestran que el receptor LpR se
encuentra mayoritariamente en las células somatotropas GH-ir (42%) del I6bulo
anterior hipofisario. No obstante también esta presente en el resto de tipos
celulares productores de hormonas: en el 13,5% de las lactotropas y sélo en el
3% de las gonadotropas, tirotropas y corticotropas; esto no habia sido
mostrado anteriormente. Por tanto, segun nuestros resultados, el péptido
leptina (Lp) parece regular, en mayor o menor medida, los distintos ejes
hipofisarios y, ademas, todas las hormonas hipofisarias pueden regular

directamente las funciones de las células adiposas.

Hay que destacar la relacion de la Lp con las células GH y PRL, unicos
tipos celulares productores de esta hormona en el ratén estudiado. Aunque en
la mayoria de las especies las células que expresan Lp difieren de las que
expresan su receptor, en el raton 129/SvJ, las células que expresan Lp
(somatotropas y lactotropas) son también las que presentan en mayor
proporcion los receptores para esta hormona adipocitica, lo que sugiere que,
estas células son las unicas que podrian regular la produccion de sus
hormonas autocrinamente mediante la Lp. Al mismo tiempo, nuestros
resultados confirmarian la existencia de un eje hipotalamo-hipdfisis-adiposo, al
menos con la GH, cuyos receptores se expresan mayoritariamente en las
células adiposas. Segun nuestros resultados, el 6,8 % de las células del I6bulo
anterior hipofisario presenta Lp, concretamente en las células GH y PRL,
células que presentan también el mayor porcentaje de LpR. En un trabajo
previo realizado en ratdn, se muestra un porcentaje del 7% células hipofisarias
que expresan Lp igual al que nosotros encontramos (Jin y cols., 2000). Sin

embargo, el mayor porcentaje de Lp lo encontraron en células TSH (31%) y, en
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un pequefo porcentaje en gonadotropas, de forma similar a lo encontrado en
rata, donde son las células TSH las que expresan mayoritariamente Lp (Morash
y cols., 1999). No obstante, estudios mas recientes hechos en rata muestran
que el 48% de las células del I6bulo anterior hipofisario que expresan Lp son
células GH (McDuffie y cols., 2004). Estos autores encontraron que en la rata
hembra el porcentaje de células GH que expresa Lp varia en las distintas fases
del ciclo estral y que los estrégenos incrementan la presencia de este péptido
en las células GH. Sin embargo, encontraron que los estrégenos, por si solos,
no eran suficientes para dicho incremento, indicando la necesidad de otros
moduladores neuroendocrinos. Por otro lado, en humanos, a pesar de haber un
21% de células GH que expresan Lp, las células que mayoritariamente
expresan el péptido son las ACTH, con el 70% (Popovic y cols., 2001). La

naturaleza de estas diferencias entre especies necesita ser aclarada.

Numerosos trabajos han estudiado la relacion de la hormona adipocitica
Lp con la sintesis y liberaciéon de la hormona GH. Asi, Carro y colaboradores
sugirieron que la Lp regula la secrecion de GH a nivel hipotalamico (Carro y
cols., 1999; 2000). Posteriormente, diversos estudios han puesto de manifiesto
el papel de la Lp en la liberacion de GH y mantenimiento del numero de células
somatotropas hipofisarias ya que, cuando se eliminaban los receptores de Lp
de las células GH se producia una deficiencia de GH y un aumento de la
adiposidad (Childs y cols., 2011). Por otro lado, la relacion inversa observada
por varios autores entre GH y leptina en suero, llevd a la conclusion de que la
Lp inhibe la secrecién de GH (Chen y cols., 2001; Roh y cols., 2001; Liu y cols.,
2009). Teniendo en cuenta la existencia de mas de una fuente de Lp en los

componentes del eje hipdfisis-adiposo, las células hipofisarias y las
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adipociticas, Odle y cols., (2014) desarrollaron una estrategia para diferenciar
ambas fuentes, utilizando dos modelos de raton carentes de Lp. En un modelo,
los ratones no expresan de forma global la Lp y en el otro modelo los ratones
carecen de Lp adipocitica. En este estudio se demostré que los adipocitos son
la unica fuente de Lp circulante en el raton, siendo la responsable de la
secrecion de GH. Por otro lado, sus resultados apuntan a que la Lp hipofisaria

es necesaria para el desarrollo y mantenimiento de las células GH.

2. Papel de DLK1 en el eje hipofisis-adiposo

En nuestro trabajo hemos utilizado un modelo de ratén carente de la
proteina DLK1 (o factor pre-adipocitico 1), conocido inhibidor de la
adipogénesis (Hansen y cols., 1998, Smas y Sul, 1993). Ademas de su papel
sobre la diferenciacion de los adipocitos, DLK1 tiene un importante papel sobre
los ejes neuroendocrinos (Cheung y cols., 2013).

La proteina DLK1 fue observada por primera vez asociada a la region
del Golgi de las células somatotropas (Larsen y cols., 1996). Posteriormente,
diversos autores han mostrado su presencia en células somatotropas y
lactotropas, sugiriendo un papel en la regulacion de estas hormonas
adenohipofisarias (Altenberger y cols., 2006; Yevtodiyenko y Schmidt, 2006;
Ansell y cols., 2007). En nuestro estudio hemos descrito, por primera vez en el
raton, la presencia de la proteina DLK1 en todos los tipos celulares vy, al igual
que Nakakura y cols., (2009) en la rata, también observamos su presencia
mayoritaria en las células somatotropas y lactototropas (70% y 50%,

respectivamente).
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Para estudiar el papel de DLK1 en las poblaciones celulares de la
hipdfisis anterior, hicimos un analisis comparativo de la distribucion de células
productoras de hormonas que hay en hipdfisis de ratones silvestres y sus
variaciones asociadas con la carencia del gen DIk1 en ratones KO-DIK1.

Los distintos tipos de células adenohipofisarias en esta cepa de ratones
(129/SvJ) estuvieron presentes en todos los niveles del Iébulo anterior
hipofisario, ampliamente distribuidos por el mismo, y sin ninguna
regionalizacion especifica, como ocurre en otras especies de mamiferos,
incluyendo otras cepas de ratones (Japon y cols., 1994; Reyes y cols., 2008 a,
b y c). No obstante observamos, en todos los niveles dorso-ventrales de la
hipdfisis, que la intensidad de la inmunorreaccion para las distintas hormonas
fue mayor en las células periféricas que en aquellas células ubicadas en la
parte central del l6bulo. Ello sugiere que este patrén de intensidad de las
hormonas adenohipofisarias ha de ser considerado al momento de estudiar
posibles cambios de estas células. Por otro lado, y de igual modo que en otros
mamiferos, incluido humanos (Yeung y cols., 2006), las células somatotropas y
las lactotropas fueron los tipos celulares mas abundante en el I6bulo anterior de
la hipdfisis (50% y 23%, respectivamente), y en una proporcion proxima al 10%
las células corticotropas, tirotropas y gonadotropas.

Utilizando el modelo de ratén mutante DIk1”, demostramos por primera
vez que, la deleciéon del gen DIkl reduce el numero de células GH pero no los
niveles de su ARNm, disminuye la inmunorreactividad de FSH y sus niveles de

ARNm y la inmunorreactividad de las células PRL pero no de su ARNm.

Como hemos dicho anteriormente, las células GH en el ratén son el tipo

celular que expresa mayoritariamente DLK1, estando este tipo celular implicado
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directamente en el control del crecimiento y el desarrollo de obesidad (Nam y
Lobie, 2000), promoviendo proliferaciéon y diferenciacién, e incremento del
metabolismo en sus tejidos diana (McElvaine y cols., 2007). EI namero
significativamente menor de células GH en los ratones DIk1” se explicaria
teniendo en cuenta que, en estos ratones, hemos observado una disminucion
significativa de células Lp-ir y, segun Odle y cols., (2014), la Lp hipofisaria
regula positivamente la cantidad de células GH. Por otro lado, nuestros datos
sugieren un importante papel para DLK1 en la produccion de Lp hipofisaria, por
su efecto en el numero de células que la producen, en el caso de las células
GH, o en la sintesis en el caso de las células PRL (el numero de células
lactotropas no varia en el ratdbn mutante pero si hay un descenso significativo
en el numero de células PRL-Lp-ir). Todo ello explicaria que la carencia del gen
DIkl en ratones se caracterice por un tamafo menor pre- y postnatalmente y
una adiposidad acelerada en el adulto (Moon y cols., 2002; Raghunandan y
cols., 2008). Existen evidencias de una accion indirecta de DLK1 sobre la
proliferacion de preadipocitos y otros tipos celulares (Smas y Sul 1993;
Laborda, 2000), y de como esta proteina actta como un modulador de la
sefalizacion de Notch (Baladrén y cols., 2005; Bray y cols., 2008). Esta via de
sefalizacion ha sido implicada en el mantenimiento y la proliferacion de
progenitores de tipos de células especificas en el desarrollo hipofisario (Chen y
cols., 2006; Zhu y cols., 2006). Por tanto, es posible que la proteina DLK1

mantenga la proliferacién de los progenitores a través de Notch.

No obstante, los niveles similares de ARNm de GH entre ratones KO-
DIkl y controles (WT) sugieren que el numero menor de las células

somatotropas del ratbn mutante estan expresando mayores niveles del ARNm.
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Como los niveles de Lp en suero estan aumentados en los ratones KO, esta Lp

circulante de origen adipocitica seria la responsable de mantener la secrecion

de GH a niveles comparables a los controles (Odle y cols., 2014). Sin embargo,
Ansell y cols., (2007) encontraron que DLK1 inhibe la actividad del promotor de
GH reprimiendo Pit-1, un gen que activa la transcripcion del promotor de GH.
Por lo tanto, otra posible explicacion es que la expresion de GH se incrementa
porque su inhibidor, DLK1, no esta presente en los ratones KO-DIk1, por lo que

se puede presentar una mayor actividad en la transcripcion de Pitl.

Los ratones DIk1™ presentan niveles mas altos de Lp en suero, aumento
de adiposidad y aumento de LpR en las células hipofisarias, asi como un ligero
aumento, aunque no significativo, de GH en suero y una disminucién no
significativa del ARNm de GHR en las células adiposas. El aumento
significativo de Lp circulante y de la cantidad de células LpR-ir hipofisarias
podria explicar el aumento no significativo en los niveles séricos de las
hormonas GH, FSH y LH, observado en los ratones KO comparado con los
WT. A este respecto Odle y cols. (2014), demostraron que la Lp circulante es
determinante para los adecuados niveles séricos de las hormonas GH, FSH,

LH y PRL.

Todos estos resultados indican que DLK1 podria ser un regulador
importante en las células productoras de hormonas adenohipofisarias y de Lp,
actuando como un factor endocrino co-liberado con las hormonas, induciendo
autocrina o paracrinamente la proliferaciéon de células GH, y como factor
paracrino o yuxtacrino sobre las células PRL y FSH/LH, modulando, la

transcripcion de GH y de FSH (ver mas adelante). Ademas DLK1 también
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podria ser un modulador en la producciéon de Lp hipofisaria, dado que los
ratones KO-DIk1 mostraron una reduccion significativa en la poblacién celular
Lp-ir. Estos planteamientos se ven apoyados por nuestras observaciones sobre
la localizacién subcelular de DLK1 en células del I6bulo anterior hipofisario
mediante microscopia electrénica. Hasta el momento solo se habia descrito a la
proteina DLK1 en la zona del Golgi de las células somatotropas mediante
inmunohistoquimica (Larsen y cols., 1996), y posteriormente, mediante
inmunofluorescencia, en las células adenohipofisarias de rata (Nakakura y
cols., 2009). Nuestros resultados muestran, por primera vez, la ubicacion
subcelular de DLK1 principalmente en el reticulo endoplasmatico rugoso (RER)
y dentro de las vesiculas de secrecion de las células adenohipofisarias. Debido
a que DLK1es una glicoproteina (Floridon y cols., 2000), era esperable su
ubicacion en el aparato de Golgi. Nuestra observacion de que DLK1 se
encuentra dentro de grandes vesiculas de secrecion, sugiere la presencia de
una forma soluble de la proteina. Previamente, Smas y col., (1997) plantearon
que la forma soluble de DLK1 deriva de la escision proteolitica de esta proteina
asociada a la membrana. Sin embargo, nuestros datos indican que la escisidon
también puede tener lugar en el aparato de Golgi y que la proteina soluble se
libera desde las vesiculas de secrecion junto con la hormona GH o las otras
hormonas adenohipofisarias. Una vez liberada puede actuar de forma paracrina
sobre las células vecinas o de forma endocrina, liberandose a la sangre. Ferrén
y cols. (2012) demostraron que durante la neurogénesis postnatal, la isoforma
de DLK1 secretada por nichos de astrocitos es requerida por la DLK1
transmembrana de células madre neurales, lo que estimula su auto-renovacion.

Por ello sugerimos que, la forma soluble de DLK1 liberada desde las vesiculas
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de secrecion podria actuar autocrina o paracrinamente, uniéndose a la forma
anclada a la membrana, o bien, contribuir a los niveles séricos de DLK1 en
sangre. A este respecto, en nuestro estudio hemos observado abundantes
células PRL-DLK1-inmunorreactivas en intimo contacto con células FSH-DLK1
negativas. La estrecha relacion entre las células lactotropas y gonadotropas es
necesaria para la accion indirecta de GnRH en la liberacion de PRL (Denef,
2008), por lo que sugerimos que DLK1 podria estar implicado en una accion
yuxtacrina que regula la comunicacién entre las células lactotropas y las células

gonadotropas.

Los ratones carentes de DLK1 presentan una reduccion significativa de
ARNmM de FSH pero no de LH en la hipdfisis de ratén, indicando un papel
diferencial de DLK1 en la sintesis de estas hormonas. Por otro lado, hay un
aumento no significativo de la expresién de LHR en las células adiposas y una
disminucién de FSHR. En este sentido, los datos publicados muestran que la
Lp, en condiciones normales, regula indirectamente la produccion de GnRH a
nivel hipotalamico en rata y estimula directamente la produccion de hormonas
gonadales, por medio del LpR presente en las células gonadotropas (Nagatani,
1998; Yu, 1997). Posteriormente, Igbal y cols. (2000) y Sone y cols. (2001)
descubrieron que el tipo mayoritario de células hipofisarias que presentaban
LpR eran las somatotropas, tanto en hipdfisis ovina como de rata, sugiriendo
que la Lp producida por las células gonadotropas en estas especies, actuaba
paracrinamente sobre las células GH. En nuestro modelo encontramos que, si
bien el 3,5% de las células gonadotropas presentaban LpR, no expresaban Lp.
Sin embargo, la leptina esta presente en células PRL, las cuales tienen una

conocida relacion con las células gonadotropas (Denef, 2008) y con las que
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DLK1 puede llevar a cabo una sefializacion yuxtacrina (ver mas arriba). Por
otro lado, en ratones carentes de DIkl hay un aumento no significativo de LpR
en las células gonadotropas, al tiempo que una disminucién significativa de Lp
en las células PRL, lo que podria indicar que es la Lp adipocitica la que ejerce

un papel sobre las células gonadotropas y que éste es dependiente de DLK1.

Por otro lado, los ratones DIkl presentan menos GHR y una ligera
disminucién de PRLR en las células adiposas, y por el contrario, tienen un
aumento altamente significativo de TSHR. Si tenemos en cuenta que la
presencia de TSHR en adipocitos esta relacionada con su diferenciacion y
desarrollo (Elgadi y cols., 2010; Haraguchi y cols., 2013) y que DLK1 inhibe
dicha diferenciacion, la ausencia de DLK1 permite el aumento de TSHR y el
consiguiente aumento de adipocitos observado en nuestro modelo. Esto
permite sugerir que la inhibicibn de DLK1 sobre la diferenciacion de
preadipocitos esta mediada por su capacidad de regular la expresion de TSHR
en la célula adiposa. Segun List y cols., (2013), la pérdida de GHR en las
células adiposas aumenta los niveles de Lp, de la misma forma que la
disminucion de PRLR sobre estas células, segun los resultados de
Brandebourg y cols., (2007a y b), quienes demostraron que la PRL inhibe
normalmente la lipdlisis y la liberacion de Lp en adipocitos de rata. En nuestro
estudio, los ratones DIk1™ presentan una reduccién, aunque no significativa,
tanto de GHR como de PRLR que podria, en parte, contribuir al aumento de Lp
en suero. Por otro lado, el aumento de Lp esta originado por el aumento de
receptores de TSH que lleva a un aumento de células adiposas, dado su papel

en la adipogénesis (Lu M, 2008; Lu S, 2012).
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En resumen, en el raton 129/Svd hemos observado que en el eje
hipdfisis-adiposo, la glandula diana o tejido adiposo, esta regulada por varias
hormonas hipofisarias y que la Lp, principal hormona liberada por las células
adiposas, no solo actua sobre las células hipofisarias sino que, es producida
por parte de ellas donde ejerce un papel autocrino y/o paracrino. Ademas, en la
regulacion del eje esta implicada la proteina DLK1. Las hormonas GH, PRL, LH
y TSH actuan sobre la célula adiposa fundamentalmente en relacién a la
liberacién de la hormona Lp, estimulando o inhibiendo su sintesis y liberacion o

aumentando el numero de células adiposas.

DLK1 esta presente en las células preadipociticas durante todo el
desarrollo (Smas y Sul, 1993) pero desaparece, segun estos autores, una vez
diferenciadas a adipocitos. Resultados no mostrados de nuestro grupo,
permiten detectar sin embargo, una débil expresion de DIkl en tejido adiposo
diferenciado. DLK1 puede actuar sobre la adipogénesis, modulando la
expresion de los receptores de hormonas hipofisarias implicadas en este
proceso como la TSH, y a nivel hipofisario, regulando la proliferacion de células
GH y controlando la secrecién de hormonas, asi como la sintesis y liberacién
de Lp hipofisaria. En la figura 38, hemos resumido las interacciones planteadas
entre las células adenohipofisarias y las células adiposas a través de dos

factores reguladores, la leptina y DLK1.
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Figura 38. Esquema resumen de las potenciales
interacciones autocrinas, paracrinas y endocrinas
en el eje hipdfisis-adiposo.
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Conclusiones:

Del analisis de los resultados hemos obtenido las siguientes conclusiones:

1

Las células adiposas expresan, a nivel de ARNm vy proteina,
receptores para todas las hormonas adenohipofisarias, siendo los
niveles mas altos para los receptores de GH y TSH. Por otro lado,
todas las células hipofisarias expresan el receptor de leptina, siendo
las somatotropas las que lo expresan en mayor cantidad. Estos

resultados apoyan la existencia de un eje hipdfisis-adiposo.

Las células adenohipofisarias que expresan leptina, somatotropas y
lactotropas, son también las que presentan en mayor proporcién los
receptores para esta hormona adipocitica, sugiriendo la accion

autocrina de la leptina sobre estos dos tipos celulares.

Las células productoras de hormonas adenohipofisarias estan
presentes en los ratones silvestres (WT) y en ratones carentes del
gen DIkl (KO), distribuidas por todo el I6bulo anterior. Sin embargo,
en los ratones KO, el numero de células GH es significativamente
menor, aunque no los niveles de su ARNm. La inmunotincion de
FSH es sensiblemente mas débil y sus niveles de ARNm son
significativamente menores que en el WT, mientras que la hormona
LH no presenta cambios entre ambos genotipos. La inmunotincion
de la hormona PRL es mas débil, pero los niveles de su ARNm son
similares entre WT y KO. Estas variaciones en las hormonas de los
ratones KO sugieren firmemente el papel de DLK1 como regulador

en los ejes neuroendocrinos.
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La proteina DLK1 se localiza en todos los tipos celulares
adenohipofisarios, mayoritariamente en somatotropas y lactotropas.
A nivel subcelular DLK1 se encuentra en el reticulo endoplasmatico
rugoso y dentro de las vesiculas de secrecion. Esta ultima
localizacién subcelular sugiere una segunda via de produccién para
la forma soluble de DLK1, secretada junto con las hormonas

adenohipofisarias.

La estrecha relacion entre las células PRL-DLK1 positivas y las
células FSH-DLK1 negativas sugiere que DLK1 podria estar
implicada en una accién yuxtacrina entre las células lactotropas y
gonadotropas, necesaria para la accion indirecta de GnRH en la

liberacion de PRL.

En ausencia de DLK1 disminuye de forma significativa la cantidad
de células Lp-ir y el numero de células GH-ir. Estos resultados
apoyan el papel de DIk1 en la produccion de leptina hipofisaria,
fundamentalmente reduciendo el numero de células que la
producen, y el papel de la leptina en el mantenimiento de las células

GH.
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En ausencia de DLK1 hay un aumento de leptina en suero,
aumento de adiposidad y aumento de LpR en las células
hipofisarias, asi como un ligero aumento de GH en suero. Estos
resultados indican que DLK1 podria ser un regulador importante en
las células productoras de hormonas adenohipofisarias y de Lp,
actuando como un factor endocrino co-liberado con las hormonas,
induciendo autocrina o paracrinamente la proliferacion de células
GH, y como factor paracrino o yuxtacrino sobre las células PRL y

FSH/LH, modulando, la transcripcion de GH, FSH y de PRL.

Los ratones DIk1™ presentan unos niveles menores de ARNm de
GHR y una ligera disminucién de los niveles del ARNm de PRLR en
las células adiposas, pero tienen un aumento altamente significativo
de TSHR. Este incremento de la expresion de TSHR estaria en
relacion directa con el aumento de los adipocitos observado en
nuestro modelo, y sugiere que la inhibicién que ejerce DLK1 sobre la
diferenciacién preadipocitica esta mediada por su capacidad de

regular la expresién de TSHR en la célula adiposa.

El aumento no significativo de LpR en las células gonadotropas
acompanado de la disminucion significativa de Lp hipofisaria,
sugiere que es la leptina adipocitica la que ejerce su accién sobre
las células gonadotropas, reduciendo significativamente los niveles

de ARNm de FSH pero no de LH, y ésta es dependiente de DLK1.
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10

El conjunto de estos resultados ponen de manifiesto el eje hipdfisis-
adiposo, donde la glandula diana o tejido adiposo esta regulada por
las hormonas hipofisarias, las cuales estimulan o inhiben la sintesis
y liberacién de la leptina, principal hormona liberada por las células
adiposas. La leptina no sélo actua sobre las células hipofisarias,
sino que es producida por ellas ejerciendo, por tanto, un papel
autocrino y/o paracrino. Ademas, en la regulacion del eje esta

implicada la proteina DLK 1.
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