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RESUMEN

La hipofisis es un dérgano de gran relevancia en el organismo cuya
funcién principal es en control del sistema endocrino. Regula procesos
fundamentales como la pubertad, el crecimiento, el metabolismo o la
reproduccion. Estos procesos requieren de un grado de plasticidad
importante para poder satisfacer la demanda hormonal de cada
momento. Para ello la hipéfisis cuenta con las células madre
hipofisarias, que suponen el 10% del total de células de esta glandula.
Estas células madre la conforman dos poblaciones diferentes, la
primera de ellas es el nicho de células madre hipofisarias, que
constituye la ultima linea de celulas de la adenohipdfisis y del I6bulo
intermedio. Estas células poseen unos marcadores especificos como
son GFRo2, PROP1, SOX2, SOX9 OCT4 o KLF4. La segunda
poblacion celular estd compuesta por los progenitores comprometidos
dispersos por la adenohipdfisis, que dan lugar a las células endocrinas
diferenciadas. La poblacion celular mayoritaria en la hipofisis son las
células somatotropas, encargadas de la produccién y liberacion de
GH. El control de este tipo celular esta mediado por la via del receptor
RET, que en presencia de su ligando GFL y su co-receptor GFRa
promueve la supervivencia y proliferacion celular, y en ausencia del
éste induce apoptosis. Alteraciones en la poblacion de células
somatotropas pueden llevar a la aparicion de estados como el
gigantismo, por exceso de hormona de crecimiento, o el enanismo,
causado por bajos niveles de hormona de crecimiento.

En este trabajo hemos querido profundizar en la implicacion de
GFRa2 en la fisiologia hipofisaria y su implicacion en el enanismo.
Para ello, nos fue amablemente cedido un modelo de raton KO para
Gfra2. Se realizaron estudios para demostrar la validez del modelo
para su estudio en la hipdfisis. Posteriormente, se estudiaron las
caracteristicas fisicas de estos ratones relacionadas con la funcion de
GH e IGF-1y se evaluaron los niveles de las hormonas producidas en
la adenohipofisis, asi como las secretadas en tejidos diana, como IGF-
1y T4. Ademas, se llevaron a cabo anélisis moleculares a nivel de



genes y proteinas de la via de sefializacion de RET, de sus
co-receptores y ligandos y de marcadores clave de células madre.
Finalmente se estudiaron in vivo los procesos celulares de
proliferacion y senescencia. También se realizaron cultivos primarios
de células madre hipofisarias para evaluar la capacidad clonogénica de
las mismas y analizar la expresién de todos los marcadores
previamente estudiados. Ademas, estudiamos la eficacia del trasplante
de células madre hipofisarias en animales KO para Gfra2. Finalmente,
estandarizamos protocolos de clarificado y tincion para la
visualizacién de muestras en 3 dimensiones mediante microscopia
Light-Sheet.

Nuestros resultados han permitido validar el modelo KO para Gfra2
para su uso en el estudio de la hipdfisis. Hemos evaluado que se trata
de un modelo de enanismo hipofisario en el que las caracteristicas
fisicas asociadas al efecto de GH e IGF-1 estan reducidas en tamafio,
y ademds en estos animales se produce una disminucion de la
liberacion de GH, asi como encontramos niveles mas bajos de IGF-1
en sangre. La liberacién del resto de hormonas no esta alterada. En
cuanto al analisis molecular, hemos observado que no hay alteraciones
en la via de supervivencia mediada por RET ni en la expresion de sus
ligandos y co-receptores. No obstante, si que hay un aumento en la
activacion de PKCd y Caspasa-3, que se traduce en una mayor tasa de
apoptosis. En cuanto a las células madre, en el raton KO para Gfra2
existe una sobreactivacion de la proliferacion de nicho y de las células
de la adenohipofisis a dia 10 de desarrollo postnatal, que produce un
aumento en el reclutamiento de las células Sox2+ del nicho y un
aumento de los progenitores dispersos por la adenohipoéfisis. Sin
embargo, este aumento de la proliferacion no se mantiene en la edad
adulta, aunque si que existe un mayor numero de células en la
hipéfisis con marcadores de células madre (Sox2 o KIf4). Esta
proliferacion exacerbada en el desarrollo postnatal da lugar a una
hipdéfisis envejecida en la edad adulta, en la que tanto en las células
madre del nicho como las de la adenohipdfisis existe un aumento



generalizado de la expresion de p21 y una disminucién de la longitud
de los telébmeros. Los cultivos de células madre hipofisarias
confirmaron todo los observado in vivo. Demostramos que es posible
el trasplante de células madre hipofisarias, ya que la implantacion de
éstas en la hipofisis de ratones KO para Gfra2 consiguid revertir
parcialmente el fenotipo de enanismo provocado por la ausencia de
esta proteina. Ademas, las células implantadas proliferaron y se
diferenciaron en la hipdfisis receptora. Finalmente, hemos
estandarizado un protocolo de clarificado y tincion basado en
X-CLARITY que permite la obtencion de muestras con elevado grado
de transparencia para el estudio de la hipdfisis en tres dimensiones.

Palabras clave: Hipofisis, células madre, GFRa2, SOX2
reclutamiento, GH, enanismo.






ABSTRACT

The pituitary gland has a key role in the control of the endocrine
system. This organ regulates important functions such as puberty,
growth, metabolism, and reproduction. Those processes require a high
plasticity from pituitary to satisfy varying hormonal demands. To do
S0, pituitary possesses pituitary stem cell, which account for the 10%
of the total cells of this organ. Those stem cells are classified in two
different populations. The first one in considered the stem cell niche,
which is composed by just two cell rows in the adenopituitary and the
intermediate lobe, surrounding the marginal zone. Stem cells from the
niche express specific markers: GFRa2, PROP1, SOX2, SOX9 OCT4
or KLF4. The second stem cell population are the committed
progenitors scattered through adenopituitary. The principal cell
population in pituitary gland are somatotropes, that produce and
secrete growth hormone. Control in number of those cells is mediated
by RET receptor, its GFL ligands and GFRa. co-receptors. In presence
of ligand, RET induces proliferation and survival. On the other hand,
in absence of ligand, RET promotes cell death via apoptosis.
Alterations in the number of somatotropes may lead to altered states
related with growth, such as gigantism (excess of GH) or dwarfism
(low GH levels).

In this work we aimed to deepen in the knowledge of GFRa2 and its
implication in physiology of the pituitary gland and the relation of this
protein with dwarfism. To do so, a mouse model KO for Gfra2 was
kindly provided to us. We performed molecular studies to validate this
model to be used in our project. Then we studied physical
characteristics related to GH and IGF-1 function. Moreover, we
studied hormonal levels of the six hormones produced in
adenopituitary, IGF-1 and T4. We performed molecular analysis at
gene and protein level to study the implications of the RET pathway,
RET ligands and co-receptors. We also studied expression of key stem
cell markers. After that we also investigate crucial processes such as
cell proliferation and senescence. The next step was to evaluate the



potential therapeutical implications of a stem cell transplantation into
pituitaries of newborn mice KO for Gfra2. Finally, we standardized
clearing and staining protocols to be used combined with Light-Sheet
microscopy to study pituitary in three dimensions.

Our results validated the mouse model KO for Gfra2 to be used in
pituitary studies. We have demonstrated the dwarf phenotype of the
KO mouse, which has decreased physical characteristics associated
with the GH and IGF-1 action. Besides, those animals have decreased
production of GH and lower levels of serum IGF-1. However, we did
not found alterations in the rest of the adenopituitary hormones.
Regarding molecular analysis, there are no changes in RET
expression, neither its ligands nor co-receptors. Despite that fact, there
is and increased activation of PKCd and Caspase-3, which indicates
increased cell death via apoptosis. There is an increased proliferation
in stem cells from the niche and in the adenopituitary in KO animals
at postnatal day 10. This increased proliferation leads to Sox2+ cells
accumulation in stem cell niche and adenopituitary, suggesting a
failure in recruitment and differentiation processes. Proliferation rates
in adults remain normal, but there is an accumulation of stem cells in
the niche and adenopituitary (Sox2+ or KIf4+). The increased
proliferation during young ages lead to a senescent adult pituitary
associated with a generalized expression of the protein p21 and
telomere shortening, affecting both stem cells and differentiated cells.
Stem cells cultures confirmed previous in vivo studies. We
demonstrated that pituitary stem cells transplants is viable, and we
achieved a partial recover in dwarfism phenotype. Moreover, those
stem cells were implanted in newborn pituitaries and the proliferate
and differentiate during development. Finally, we standardized a
X-CLARITY based clearing and staining protocol, obtaining high
quality transparent samples that can be used to study pituitary in three
dimensions by Light-Sheet microscopy.

Key words: Pituitary gland, stem cells, GFRa2, SOX2, recruitment,
turnover, GH, dwarfism.
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1. LA HIPOFISIS

La hipofisis es una glandula neuroendocrina que actta como el
principal controlador del sistema endocrino. La regulacion de
procesos fisioldgicos fundamentales como pueden ser el crecimiento,
la pubertad, el metabolismo, la reproduccion o el estrés, entre muchos
otros, se encuentra bajo el control hormonal de la hipofisis.

Este drgano se encuentra situado en la silla turca, que es una
pequefia cavidad que se localiza en la parte superior del hueso
esfenoides. La hipofisis esta recubierta por la duramadre (la capa mas
externa de las meninges) y rodeada lateralmente por los senos
cavernosos. De esta manera la hipofisis se encuentra separada de
todos los tejidos que la rodean salvo del hipotdlamo, con el que esta
conectada por el tallo hipofisario (1).

1.1. ANATOMIA DE LA HIPOFISIS

La hipofisis es un drgano de pequefio tamafio que puede
compararse al de un guisante, tiene un volumen de unos 0,8 cm® y
pesa menos de un gramo. En mamiferos y mas concretamente en
ratones se trata de un 6rgano muy conservado, aunque presenta
algunas diferencias morfoldgicas. En raton la hipofisis tiene un
volumen de unos 0,6 mm3 y pesa alrededor de 1,5-2 mg. Esta
glandula estd formada por cuatro partes principales, que se conocen
como adenohipofisis (AP), neurohipdfisis (NP), lobulo intermedio
(IL) y tallo hipofisario (1).

1.1.1. La adenohipdfisis

La adenohipdfisis tiene su origen en el ectodermo bucal a partir
de una evaginacion de la bolsa de Rathke. La adenohipdfisis a su vez
puede dividirse en tres partes diferentes que son el I6bulo anterior
(pars distalis), que a su vez esta dividido en los lobulos derecho e
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izquierdo de la hipdfisis, y un anillo que recubre la parte inferior del
tallo hipofisario (pars tuberalis) (2).

La adenohipofisis esta compuesta principalmente por 5 tipos de
células epiteliales endocrinas diferentes que son las encargadas de la
produccién y secrecion de 6 hormonas. Estas células secretoras de
hormonas se denominan segun la funcion clave de la hormona que
secretan, y son las siguientes (1):

e Somatotropas, encargadas de la produccion y liberacion de la
somatotropina, o también conocida como hormona de
crecimiento (GH).

e Lactotropas, que producen y liberan la hormona prolactina
(PRL)

e Tirotropas, cuya funcion es la produccion y liberacion de la
tirotropina, que también se denomina hormona estimulante de
la tiroides (TSH)

e Corticotropas, a partir del precursos proopiomelanocortina
producen la hormona adrenocorticotropa (ACTH).

e Gonadotropas, que en este caso liberan las gonadotropinas, que
son dos hormonas diméricas diferentes, pero con una
subunidad en comdn: la hormona luteinizante (LH) y la
hormona foliculoestimulante (FSH).

En humanos, se conocen los porcentajes aproximados de los cinco
tipos de células endocrinas. Las células somatotropas son las mas
abundantes en la hipdéfisis, ya que suponen en torno al 40-50% del
namero total de células que conforman la glandula. El siguiente tipo
celular mas importante son las lactotropas, que abarcan entre el 25-
35% de celulas de la adenohipodfisis. Estos dos tipos celulares
mayoritarios presentan variaciones en el porcentaje entre el sexo
masculino y femenino, siendo en el sexo femenino el porcentaje de
somatotropas mas cercano al 40% y el de lactotropas al 35%. También
cambian las proporciones en algunos momentos en los que la
necesidad hormonal cambia, como la lactancia. Respecto al resto de



INTRODUCCION

celulas productoras de hormonas, las células corticotropas suponen en
torno al 15% del total, porcentaje muy similar al de las gonadotropas,
que oscila en torno al 10%. Y finalmente encontramos las células
tirotropas que suponen menos de un 5% de las células presentes en la
adenohipofisis (2).

La distribucion de cada tipo celular en la hipofisis se da de una
manera concreta. La mayoria de las células somatotropas y lactotropas
se agrupan hacia las alas laterales de los dos lobulos de la
adenohipofisis. Las células corticotropas, por su parte, se encuentran
en la parte mas central de la hipéfisis anterior cerca de la hendidura
del 16bulo intermedio. Continuando con las células tirotropas, estas se
encuentran agrupadas en la parte central, pero en la parte inferior
alejadas de la hendidura. Por otro lado, las células gonadotropas no
siguen un patrén tan definido y se encuentran dispersas por la
adenohipofisis (1).

Ademas de estos cinco tipos de células, es posible encontrar las
células mamosomatotropas. Se considera que durante la etapa
embrionaria estas células con produccion dual de hormonas
corresponden a un estadio transitorio en el que no se ha llegado al
estado final de diferenciacion a células lactotropa o somatotropa. Por
otro lado, en adultos estas células podrian responder a una conversion
de células somatotropa a célula lactrotopa o viceversa en funcion de la
demanda hormonal del organismo (3).

Ademas de las células productoras de hormonas, se pueden
encontrar otros tipos diferentes de células en la adenohipdéfisis. Entre
estos grupos destacan las células madre hipofisarias, que se
encuentran agrupadas formando un nicho en la hendidura entre el
Iobulo anterior y el I6bulo intermedio. La extension del nicho es de
tan solo dos capas de celulas que bordean la hendidura, formada a
partir de la bolsa de Rathke, que limita ambos lobulos de la
adenohipofisis (4-6).
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La existencia de este nicho de células madre fue descrita en 20009,
y se demostro que esta conservado tanto en humano como en dos de
los modelos animales mas utilizados: la rata y el raton (5). Ademas,
existen prolongaciones de células madre que parten del nicho hacia el
I6bulo anterior. La estructura y distribucion de estas prolongaciones
no esta completamente definida y se desconoce la funcion exacta de
las mismas (5). Las células madre hipofisarias y el nicho en el que se
encuentran estd descrito en mayor profundidad en el apartado 4 de la
seccion “Introduccion”.

Otro de los tipos de células presentes en la hipéfisis son las
células foliculoesteladas (FS). Se trata de células poco estudiadas cuya
funcioén principal todavia se desconoce. Originalmente se pensé que
podian tratarse de las células madre hipofisarias, aunque estas
postulaciones fueron previas a la descripcion del nicho hipofisario (5).
Otras de las funciones que se atribuyen a las células foliculoesteladas
son la de soporte y andamiaje para el resto de las células productoras
de hormonas y guia de las prolongaciones celulares que parten del
nicho de células madre o implicaciones en la comunicacion
intercelular (7).

Gracias al reciente auge de la secuenciacion de ARN single-cell
(sc) y single-nuclei (sn) se ha avanzado en el conocimiento de las
diferentes poblaciones, y los porcentajes anteriormente mencionados
quedan obsoletos gracias a trabajos como el de Ruf-Zamojski (8) y
Hou (9), aunque los trabajos de estos autores estan realizados en
hipdfisis de raton. La secuenciacién single-cell ademas ha permitido
clasificar todas las células de la hipdfisis, no solo las células
endocrinas como est4 hecho en humano (2).

La secuenciacion de Ruf-Zamojski fue realizada a partir de
muestras congeladas de hipofisis, a partir de estas muestras se
disociaron las hipofisis y posteriormente se aislaron los nucleos de
estas células. Realizaron dos tipos de secuenciacion single-nuclei
diferentes, sSnRNAseq (secuenciacion de ARN) y snATACseq (Assay
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for  Transposase-Accessible ~ Chromatin  using  sequencing,
secuenciacion del ensayo de cromatina accesible por la transposasa)

(8).

En la tabla 1 estan recogidos los porcentajes (promedio de los
datos obtenidos mediante sSCRNAseq y scCATACseq) de las células
endocrinas diferenciadas de ratones hembra y macho, las poblaciones
de células madre, las melanotropas (comentadas posteriormente en la
seccion del Iobulo intermedio), y en el grupo “Resto” se encuentran
agrupadas poblaciones minoritarias de la hip6fisis como son pericitos,
pituicitos, células endoteliales y macrofagos (8). Al igual que ocurre
en humanos, en ratones es posible encontrar una proporcion mas
elevada de células somatotropas en machos y mayor porcentaje de
células lactotropas en hembras.

Tabla 1. Porcentajes de los diferentes tipos celulares en la hipéfisis de ratones
hembra y macho adultos.

Ratones @ Ratones &

29.63 49.725
36.705 19.85
6.9 7.35
3.64 5.875
3.795 3.45
1.98 1.425
9.945 7.32
8.73 6.32

Estudios mas recientes de snRNAseq y snATACseq en hipdfisis
humanas obtenidas post-mortem reflejan unos valores de porcentajes
similares a los recogidos en la tabla 1, aunque los autores no
especifican los valores (10).

Por otra parte, en el grupo de Hou estudiaron mediante SnRNAseq
las diferencias de expresion de multitud de marcadores durante el
desarrollo postnatal en raton y las diferencias de estos marcadores
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entre sexos (9). Estos datos les permitieron estimar los porcentajes de
los tipos celulares a diferentes dias de desarrollo postnatal (9).

En la tabla 2 estan recogidos los porcentajes de los tipos de
células endocrinas diferenciadas, células madre y el grupo “Resto” en
el que se incluyen los mismos tipos celulares que en los resultados de
Ruf-Zamojski (8). En esta tabla se incluyen también las células
mamosomatotropas, que son abundantes durante el desarrollo
postnatal pero mas raras en la edad adulta (3).

Tabla 2. Porcentajes de los diferentes tipos celulares en la hipofisis de ratones
hembra y macho a dias postnatal 12y 32.

Somatotropas
Lactotropas
Mamosomatotropas

Melanotropas
Gonadotropas
Corticotropas

Tirotropas
Células madre

Resto

1.1.2. El I6bulo intermedio

En humanos, el I6bulo intermedio ocupa un pequefio volumen
entre la adenohipdfisis y la neurohipofisis durante el desarrollo, y el
tamanfo de esta parte de la hipofisis se reduce hasta ser casi inexistente
en la edad adulta. Sin embargo, en roedores esta parte de la hipofisis
estd mucho mas desarrollada en todas las etapas, tanto embrionaria
como postnatal y en adultos (11, 12). El I16bulo intermedio esta menos
estudiado que las adenohipofisis. Esta parte de la glandula posee una
fuerte inervacion por parte de terminales axénicos. El tipo celular
mayoritario en el l6bulo intermedio son las células melanotropas.
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Estas celulas procesan la proopiomelanocortina (POMC) vy liberan las
melanocortinas, entre las que se encuentran las B-endorfinas y la
hormona estimulante de melanocitos (MSH) (2).

1.1.3. La neurohipofisis
Por su parte, la neurohipdfisis tiene su origen embrioldgico en el
infundibulo, una extension del ectodermo neural que se genera desde

la parte inferior del diencéfalo. Una vez desarrollada, la neurohipoéfisis
se divide en el lobulo posterior (pars nerviosa) y la pars

infundibularis (1).
\/ Hypothalamic
. k sulcus

Lamina terminalis

Paraventricular hypothalamic nucleus
Supraoptic hypothalamic nucleus
Supraopticohypophyseal tract

Tuberohypophyseal tract Mammillary

bod
Hypothalamohypophyseal tract ¥

Infundibulum (pituitary stalk)

Pars tuberalis

Median eminence
Adenohypophysis of tuber cinereum
(anterior lobe of

pituitary gland) Pars intermedia

Infundibular Neurohypophysis
stem (posterior lobe
Pars distalis of pituitary gland)
Infundibular

process

Figura 1. Representacion esqueméticde la anatomia de la hipofisis humana.
Original de Maurice Goodman, 2009 (13) Reproducido con el permiso de Elsevier,
Copyright© 2023.
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La mayor parte de las células presentes en la neurohipofisis son
terminales axénicos de neuronas magnocelulares que parten desde los
nacleos supradptico y paraventricular del hipotalamo. En el l6bulo
posterior también se encuentran los pituicitos, un tipo celular de
origen glial que da soporte a los terminales axdnicos y que ademas
estan implicados en la liberacion de dos hormonas secretadas por los
dos tipos de neuronas diferentes diferentes, la oxitocina y la
vasopresina u hormona antidiurética (ADH) (14).

Neurohipdfisis

A
. Lébulo intermedio
Foliculos

Y

. &
¥ ® o - N
v - . b 7 N\ =

’ 2 2% P N
= & -
- o .n

" Células madre’
¢ progenitoras

Adenohipdfisis

Figura 2. Figura 2. La hipofisis del raton. A) Esquema de una seccion coronal de
hipdfisis de raton en la que se pueden observar las diferentes partes de la hipofisis.
Imagen producida por el doctorando Alberto Pradilla Dieste utilizando el programa

Biorender. B) Fotografia de la hipofisis de raton en la silla turca. Imagen tomada
por Alberto Pradilla Dieste.
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1.2. REGULACION DE LA SECRECION DE HORMONAS

La regulacion de la liberacion de hormonas en la hipdéfisis viene
mediada principalmente por el hipotdlamo. La conexion entre ambos
organos se da gracias al tallo hipofisario, que estd compuesto por
fibras nerviosas y vasos sanguineos que conforma el sistema vascular
porta hipofisario.

1.2.1. Liberacion de oxitocinay ADH

La oxitocina y la vasopresina (ADH) son producidas por neuronas
de gran tamafio (magnocelulares) en los ndcleos paraventricular y
supradptico del hipotalamo. Desde alli son transportadas por los
axones de dichas neuronas hasta la neurohipdfisis, unidas a
neurofisinas, que son pequefios péptidos sin actividad derivados de la
propia hormona precursora que actlan como transportadores de
hormonas. Una vez alcanzada la glandula, las hormonas son
directamente liberadas a los capilares que rodean a la neurohipoéfisis y
enviadas a la circulacion venosa general (14, 15).

1.2.2. Liberacion de hormonas producidas en la adenohipofisis

En el caso de las hormonas de la adenohipdfisis, éstas son
producidas como granulos en cada célula endocrina, donde se
almacenan hasta que se reciben los estimulos para su liberacion.

La liberacion de las hormonas de la adenohipdfisis se produce en
respuesta a factores liberadores o inhibitorios que se producen en los
nucleos inferiores del hipotdlamo. Estos factores son liberados al
sistema porta hipofisario, el cual irriga todo el I6bulo anterior. El
sistema porta hipofisario consta de dos partes, un entramado de
capilares que se encuentra en la parte inferior del infundibulo y, por
otro lado, vasos sanguineos mas largos que recorren el tallo
hipofisario hasta la hipdfisis. Ambas partes estan implicadas en el
transporte de factores hipotalamicos hasta la adenohipofisis (16).

11
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Cada hormona estimulante o inhibitoria del hipotdlamo tiene
como diana principal una de las 5 células productoras de hormonas
presentes en la adenohipdfisis (16).
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Figura 3. Esquema representativo de la estimulacion e inhibicion de las
hormonas producidas en la adenohipéfisis y la neurohipofisis. Figura producida
en el programa BioRender por el doctorando Alberto Pradilla Dieste.

La secrecion de GH esta regulada por la hormona liberadora de
GH (GHRH), que estimula su liberacién. Y de forma contraria, la
somatostatina inhibe la liberacion de GH a traves de la unién a su
receptor (SST), una familia de receptores que posee 5 miembros y los
mas expresados en la hipofisis son el SST2 y el SST5 (17). La
produccién de TSH viene mediada por la hormona libradora de
tirotropina (TRH). En el caso de la ACTH, su liberacion esta
estimulada por la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y
finalmente la liberacion de FSH y LH es debida a la hormona
liberadora de gonadotropinas (GnRH) (16). Finalmente, se conoce que
la liberacion de prolactina esta inhibida por la dopamina.
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Los niveles de hormonas en sangre deben mantenerse en torno a
unos valores fisiologicos y para ello ademas de la existencia de
factores estimuladores o inhibitorios, existen otros mecanismos. Estos
sistemas de control se denominan de retroalimentacion.

Hormonas liberadoras

HIPOTALAMO
Gl

ADENOHIPOFISIS (V
=

Hormonas hipofisarias
0 P

ORGANOS ‘
DIANA ‘

® Hormonas liberadas
o o Por los érganos diana

Figura 4. Esquema representativo de los mecanismos de retroalimentacion

negativa. Figura producida en el programa BioRender por el doctorando Alberto
Pradilla Dieste.
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Estos mecanismos de retroalimentacion son en su mayoria
inhibitorios (o también denominados negativos) y se dan en respuesta
a los niveles de las hormonas producidas por los 6rganos diana en
respuesta a las hormonas hipofisarias (16). Cuando se alcanzan unos
niveles especificos de estas hormonas en sangre, se produce una
inhibicion de la funcion hipotaldmica e hipofisaria para esa hormona
concreta (lo que puede implicar tanto la inhibicion de la liberacién de
la hormona como del factor que la estimula). En algunas ocasiones se
puede dar también un mecanismo de retroalimentacion por el cual las
hormonas hipofisarias inhiben la liberacion de su factor estimulante en
el hipotalamo. Los mecanismos de retroalimentacién son robustos,
pero su sensibilidad puede verse modificada en situaciones en las que
el aporte hormonal cambie o en diferentes etapas de la vida (16).

1.2.2.1. Regulacion de la secrecion de GH

La GH se produce en la hipofisis de forma pulsatil (18, 19). Su
regulacion directa estd mediada por el factor activador GHRH e
inhibida por la somatostatina. A su vez, el factor de crecimiento
insulinico 1 (IGF-1) estd implicado en el mecanismo de
retroalimentacion negativa de la liberacion de GH (16).

Una vez liberada en el torrente sanguineo, la GH puede
encontrarse libre o acoplada a proteinas de unién a GH (GHBP). En
sus tejidos diana, la GH activa de forma directa a su receptor (GHR) y
se estimula la produccion de IGF-1, proteinas de union a IGF-1
(IGFBP), especialmente la IGFBP3 (20), y subunidad &cida labil
(ALS). IGF-1, IGFBP3 y ALS forman un complejo ternario para
favorecer el transporte de IGF-1 en suero, de tal forma que se
prolonga la vida media de este Gltimo y al mismo tiempo se evitan
situaciones de hipoglucemia por la concentracion excesiva de 1GF-1
(21). La mayor parte de IGF-1 en sangre se encuentra unido a IGFBP.
Sin embargo, una pequefia parte se encuentra en su forma libre,
denominada IGF-1 libre, y que se considera la forma metabdlicamente
activa de esta hormona (20, 21).
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1.3. ACCIONES DE LA HORMONA DE CRECIMIENTO

La hormona de crecimiento tiene multitud de tejidos diana en el
organismo, sobre los que ejerce diferentes efectos. Los estos efectos
producidos por la GH como tal se consideran directos, y otros
causados por la IGF-1, se denominan efectos indirectos. Una de las
principales dianas de la GH es el muasculo esquelético, donde se
considera una hormona anabdlica ya que genera un balance de
nitrogeno positivo, favoreciendo la captacion de aminoacidos hacia el
musculo y por consiguiente estimulando la sintesis de proteinas (22).
Otra importante diana de la GH, y también ampliamente relacionada
con el crecimiento, son los huesos. La hormona de crecimiento
promueve la activacién y proliferacion de los osteoblastos, y por lo
tanto la formacion de hueso, al mismo tiempo que estimula la
diferenciacion y actividad de los osteoclastos, los cuales promueven la
reabsorcion del hueso. El resultado de esta accion dual es promover la
remodelacion del hueso (23). La formacion de nuevo hueso se da en
las epifisis de estos, gracias a la proliferacion y diferenciacion de los
condrocitos. Esta formacion de nuevo hueso no se da exclusivamente
por el efecto de la GH, ya que estd mediado también de forma
indirecta por IGF-1. Deficiencia en los niveles de GH dan lugar a una
progresiva pérdida de la mineralizacion del hueso por la baja tasa de
remodelacion, al tiempo que se produce una disminucion en la
generacion de hueso (23).

La GH también tiene importantes efectos en el metabolismo de
glucosa y acidos grasos. Respecto al metabolismo de los lipidos, la
hormona de crecimiento acta en el tejido adiposo y favorece el
aumento de la concentracion de A&cidos grasos libres y cuerpos
cetdnicos en sangre, lo que permite afirmar que esta hormona favorece
la lipdlisis y la cetogénesis. Ademas, también se ha observado que la
GH produce un aumento en los niveles de glicerol en sangre (24). En
resumen, la GH promueve la movilizacion y oxidacion de los lipidos,
activando un cambio en el sustrato principal del metabolismo
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muscular que va de la glucosa y las proteinas a la utilizacion de los
lipidos (24).

Respecto al metabolismo de la glucosa, la GH disminuye la
captacion de glucosa en los musculos y reduce drasticamente la
oxidacion de esta molécula (24). Sin embargo, se cuestiona si las
causas de este fendmeno son por accion directa de la hormona de
crecimiento, o por el aumento en la lipdlisis (24). La disminucion de
la captacion de glucosa lleva a un aumento de la glucosa en sangre,
hecho que, sumado a una lipdlisis aumentada, dan lugar a su vez a un
aumento de la gluconeogénesis en el higado por la accion de la GH
(24).
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Figura 5. Efectos biolégicos de la hormona de crecimiento. Original de Ahmid et
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2. EL RECEPTOR RET

RET es una proteina de la superfamilia de los receptores tipo
tirosina quinasa, que inicia sefiales que promueven tanto la
proliferacion como la diferenciacién y la supervivencia celular. La
expresion de este receptor se da principalmente en la paratiroides, el
sistema nervioso central (SNC) y las glandulas adrenales, pero
también puede encontrarse en otros tejidos en los que posee gran
relevancia, como la hipofisis, la retina o el colon (Human protein
atlas: https://www.proteinatlas.org/ (26-28)).

La estructura de la proteina RET estd conformada por tres
dominios diferentes. El primero de ellos es un dominio extracelular
mas largo que contiene en su extremo N-Terminal cuatro repeticiones
de tipo cadherina y después una region rica en cisteinas (28 residuos)
mas cerca de la membrana plasmatica. Esta region rica en cisteinas se
considera relevante en la formacion de puentes disulfuro que permiten
el plegamiento final del receptor y que le permite alcanzar su
estructura ternaria. El segundo dominio es una porcion hidrofoba
transmembrana. El tercer dominio estd compuesto por la parte
intracelular de la proteina, y posee un dominio con actividad tirosina
quinasa compuesto por dos fragmentos que se encuentran separados
por 27 aminoacidos; este dominio termina en el extremo C-terminal
con una cola donde encontramos tirosinas fosforilables por el receptor
(29).

RET se sintetiza en su forma inmadura, una proteina de 120 kDa.
A su paso por el reticulo endoplasmico la forma inmadura de RET se
glucosila hasta alcanzar un peso de 150 kDa. La forma madura final se
logra tras pasar por el aparato de Golgi, donde de nuevo se modifica la
glucosilacion de RET, adquiriendo asi un peso de 170 kDa y
lograndose la forma madura que se encuentra anclada a la membrana
plasmatica (30).
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El receptor RET posee dos isoformas de proteina principales que
dependen del splicing alternativo que se da en la parte 3" del gen RET.
Estas dos variantes de splicing son RET9 o isoforma corta y RET51 o
isoforma larga, y el nombre es debido al nimero de aminoacidos
diferentes que conforman la cadena C-Terminal de la proteina. De esta
forma, la parte C-Terminal de RET9 tiene una secuencia de 9
aminoacidos, mientras que la de RET51 posee 51 aminoé&cidos (31).

2.1. LIGANDOS Y CO-RECEPTORES DE RET

RET acttia como receptor de los factores neurotréficos derivados
de la linea celular de la glia (Glial cell line-Derived Neurotrophic
Factor, GDNF), conocidos como ligandos de la familia de GDNF
(GFLs). Dentro de esta familia de factores, encontramos que GDNF es
el principal, pero existen 3 mas: Neurturina (NRTN), artemina
(ARTN) y persefina (PSPN) (32). La union a los diferentes ligandos
necesita de un co-receptor de la superfamilia de receptores de GDNF,
GFRa. De esta forma, GDNF tiene mayor afinidad por GFRa1, siendo
esta pareja de ligando-receptor la mas importante y estudiada.
Neurturina por su parte posee mayor afinidad por el co-rececptor
GFRa2 (33-35). Y finalmente, artemina y persefina son los ligandos
de los co-receptores GFRa3 (36) y GFRa4 (37), respectivamente. Mas
recientemente, se descubrié un nuevo receptor de la familia GFRa:
GFRAL. Este co-receptor de RET media la activacion del receptor tras
la union al ligando GDF15 (38-40).

La afinidad de los co-receptores con un ligando especifico esta
demostrada, sin embargo, se ha visto que pese a que la sefializacion
mediada por el ligando principal de cada co-receptor es la mas
potente, existe reaccion cruzada entre los diferentes GFRa y GFLs.
Estudios in vitro con neuronas permitieron determinar que la union de
RET y GFRal no requiere siempre de la union del ligando GDNF, ya
que también puede estar modulado en algunas situaciones por
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neurturina (34, 36) y en mucha menor medida con artemina (36). La
sefializacion mediada por GFRa2 requiere del ligando neurturina, pero
también se ha descubierto que esta funcion puede ser desempefiada
casi de la misma manera por GDNF (33, 35, 41). GFRo4 por su parte,
media su accion principalmente tras unir el ligando persefina, pero
también es capaz de unir neurturina, aunque de una manera
muchisimo menos potente que GFRa2 (37). El otro de los miembros
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dh < e Y
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GFRal GFRo2 \ / GFRa3 GFRo4
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n

T ¥ I ¥

I— Raft
TK

de la familia GFRa, GFRa3, solo puede unir su ligando principal,
artemina (36), y no se ha demostrado reactividad cruzada con ninguno
de los otros tres ligandos.

Figura 6. Co-receptores de la familia GFRa y sus ligandos GFLs principales. La
estructura de los 4 miembros de la familia GFRa es muy similar, poseen 3 dominios
globulares ricos en cisteinas (excepto GFRa4 que solo tiene 2) y un dominio
C-terminal con una secuencia GPI que les permite anclarse a la capa externa de la
membrana plasmatica. Imagen reproducida con el permiso de Airaksinen y Saarma,
2002 (32).
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2.2. LA VIiA DE SENALIZACION DE RET

El primer paso en la activacion de la via es la formacion de un
complejo heterodimérico entre un dimero de GDNF y un miembro
dimérico de la superfamilia GFRa, debido a que RET no puede unir
GDNF por si mismo. El complejo formado GDNF-GFRa recluta a un
dimero de RET a las balsas lipidicas de la membrana citoplasmaética
(42). Las balsas lipidicas son plataformas mdviles dentro de la bicapa
lipidica, enriquecidas en colesterol y esfingolipidos, que se consideran
como un compartimento de la membrana esencial en la sefializacion
intracelular (43). Esta traslocacion de RET a las balsas lipidicas
promueve que se forme el complejo GDNF-GFRo-RET, que se unira
al dimero GDNF-GFRa gracias a los dominios de tipo cadherina. La
formacion de este complejo da lugar a la forma activa 'y a su vez a la
fosforilacion de RET en diferentes residuos de la parte C-Terminal de
la proteina. La fosforilacion en estos residuos reclutard a proteinas
adaptadoras implicadas en vias de sefializaciébn con multitud de
funciones dentro de la célula: Proliferacion, diferenciacion y
supervivencia (42).

Los puntos de fosforilacion en ambas isoformas de RET son muy
parecidos, sin embargo, existen pequefias diferencias entre RET9 y
RET51, por la presencia de mas tirosinas fosforilables en la isoforma
larga. El principal residuo fosforilable es la tirosina 1062 (Y1062),
que actla como punto de anclaje de una gran variedad de proteinas
con dominio SH2, entre las que se encuentran Shc, ShcC, FRS2,
IRS1/2, Dok1, Dok4/5, Dok6, PKCa, dependiendo de donde se haya
estudiado (44-49). Ademas, la fosforilacion de la tirosina 1062 sirve
de punto de union a Enigma y Shank3, pero solo en la isoforma corta
RET9 (30).

La sefializacién mediada por estos adaptadores activa a las vias
de sefializacion de Ras/RAF, que da lugar a la activacion de las
quinasas activadas por mitdégenos (MAPK) ERK1 y ERK2. Por otro
lado, activa la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) que activa a AKT,
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por fosforilacion en residuos de serina y treonina, y ERK8 (49).
Ademas, STAT3 une RET vy lo transactiva a su forma pro-oncogénica
(30).

2.3. LA VIA DE SENALIZACION DE RET EN LAS CELULAS
SOMATOTROPAS DE LA ADENOHIPOFISIS

La presencia del sistema RET-GFRal-GDNF en hipdfisis fue
demostrada por primera vez en el afio 2000 (50), cuando se describio
la expresion de estos tres elementos en hipofisis de rata. La presencia
de RET, GFRal y GDNF fue demostrada tanto a nivel de expresion
de los genes como de las proteinas para las que codifican. Ademas,
fue posible determinar que estos componentes de la via de
sefializacion de RET solo se co-expresan en células somatotropas de la
adenohipofisis de la rata. Posteriormente, se descubrié que esta
expresion conjunta de RET con su co-receptor y su ligando, también
se da en humanos (51), tanto en tejido normal como en adenomas
somatotropos.

En la adenohipofisis RET funciona como un receptor de
dependencia (52, 53). Este tipo de receptores son aquellos que se
procesan intracelularmente en ausencia de ligando y producen
apoptosis. La célula muere que los expresa muere si no une ligando
constantemente.

En presencia de GDNF, el complejo RET-GFRa1-GDNF induce
la dimerizacién de RET, y su activacion de forma cruzada como
sucede en todos los receptores tirosina quinasa. Como consecuencia,
se fosforilan las tirosinas de la cola C-terminal, lo que a su vez activa
mayoritariamente la via de sefializacion de PI3K-AKT (52-54), pero
también otras vias como RAS-MAPK o PKC. Por el contrario, en
ausencia de ligando, RET se une a la proteina quinasa C delta (PKCd)
y Caspasa 3. Lo que producird una escision en la secuencia de RET
entre los aminoacidos 707 y 1017, mediada por Caspasa 3. De esta
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forma se libera un fragmento de 310 aminoécidos que corresponde
con la secuencia C-Terminal de la parte intracelular de RET (IC-
RET). Este fragmento tiene funcién pro-apoptotica. IC-RET activa a
PKCd, fosforilandola, y ésta a su vez activa mediante fosforilacion a
las proteinas JNK, cEBPa y también a CREB. Estos factores van a
promover una fuerte expresion de PIT1 (52, 55).

El exceso de PIT1, sobre los niveles habituales de este factor de
transcripcion esencial de la célula somatrotropa, se une al promotor
alternativo de CDKN2A isoforma 4 (p19Arf o p14ARF) y potencia la
expresion de la proteina p19ARF (p14ARF en humano). Esta, a su
vez, se une a MDM2 (Murine doble minute 2). MDM2 es la enzima
E3 ubicuitin ligasa que une p53, induciendo su degradacién. ARF
desplaza a p53 en MDM2, lo que estabilizara la expresion de p53,
promoviendo su acumulacién y finalmente produciendo la muerte
celular por apoptosis mediada por caspasas (52, 53). Este sistema dual
promovido por la activacion de la via GDNF/RET/AKT para inducir
la supervivencia, y el conformado por RET/Pitl/Arf/p53 con efecto
contrario, permite mantener el balance en el nimero de células
somatotropas en la adenohipdfisis y por consiguiente controla que no
se produzcan y liberen niveles demasiado elevados de GH, lo que
daria lugar a problemas conocidos como gigantismo (55). Esta doble
via de control de la poblacion somatotropa se mantiene en tumores
hipofisarios somatotropos de los pacientes, reflejando quizas que son
adenomas secretores y mantienen su diferenciacion (52, 54).

3. GFRa2

GFRa2 (GDNF family receptor alpha-2) originalmente conocido
como NRTNa (Neurturin receptor alpha) o TRNR2 (TGF-beta-
related neurotrophic factor receptor 2) (34).

En humanos, el gen que codifica para GFRa2 se encuentra
localizado en el cromosoma 8, en posicion 8p21.3 y posee 9 exones
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(56). Estan descritas 8 variantes transcripcionales de este gen, de las
cuales, 6 codifican para las diferentes isoformas de la proteina GFRa2.
GFRa2 es un gen muy conservado en diferentes especies y que posee
278 genes ortdlogos y 4 pardlogos. Con relacién a los modelos
animales més utilizados en el laboratorio, el gen GFRa2 tiene una
homologia del 93,75% con su ortélogo Gfra2 en ratén (Mus musculus)
y un 85,18% con el de rata (Rattus norvegicus). En raton, el gen Gfra2
estd codificado en el cromosoma 14 y da lugar a tres transcritos
mediante splicing alternativo, cada uno de los cuales codifica para una
isoforma (57).

La isoforma principal es la 201, y estd conservada en humano y
en raton, se trata de una proteina de 464 aminoacidos (51,727 kDa)
que se origina a partir de un transcrito de 4991 pb (3472 pb en ratén)
(57). Sin embargo, el splicing alternativo puede dar lugar a la
isoforma 203, comin también a humano y ratdn, que es una isoforma
mas corta a la cual le faltan los aminoacidos del 14 al 118 (equivalente
a parte del primer exon y los exones dos y tres completos de la
isoforma 201) (57). La otra isoforma existente en raton es la 202,
también se produce por splicing alternativo, y se trata de una isoforma
mas corta, de 309 aminoécidos, y con una secuencia diferente a la de
la isoforma canénica (solo presenta homologia en los exones que van
del cuatro al ocho) (57).

Las proteinas codificadas en el gen Gfra2 de raton corresponden
con las isoformas que pueden encontrarse en humano. La expresion de
GFRoa2 estd extendida a todos los tejidos del organismo, aunque esta
expresion es mas abundante en el sistema nervioso central, érganos
endocrinos, gonadas y la médula Osea.

La isoforma candnica de GFRo2 se sintetiza como una forma
inmadura de 464 aminodcidos, de los cuales los 21 primeros
corresponden al péptido sefial de entrada al reticulo endoplasmatico,
del 22 al 444 corresponden con la cadena principal y del 445 al 464
(58) es el fragmento final procesado dentro del reticulo
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endoplasmaético para dar lugar a la forma madura de la proteina que va
a quedar desde entonces unida covalentemente al fosfatidil inositol de
la cara luminal de la membrana del reticulo endoplasmatico, en un
enlace GPI, mientras se lleva a cabo su translocacion a la membrana
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plasmaética (34, 59).

Figura 7. Esquema de las isoformas del gen Gfra2 y la proteina Gfra2 en raton.
A) Esquemas de los exones de las tres isoformas del gen Gfra2 descubiertas en
raton. B) Esquema de las tres isoformas de la proteina Gfra2 de ratén, incluyendo
las secuencias del péptido sefial y la eliminada en la secuencia madura, asi como
las modificaciones post-traduccionales. Esquema realizado por el doctorando
Alberto Pradilla Dieste utilizando el programa BioRender. Los datos del esquema
estan basados en la informacion recogida en las bases de datos Ensembl y Uniprot
(57, 58).

En la proteina madura se encuentran tres dominios ricos en
cisteinas, D1 que va de los aminoacidos 40 al 113, D2 que va de los
aminoacidos 161 a 241 y D3, que abarca de los aminoéacidos 251 al
347. Los dominios D2 y D3 son los encargados de la union GFRo2-
NRTN, mientras que la funcion del dominio 1 se postula que es la de
union a RET (60). Se ha propuesto que GFRa2 también puede actuar
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como co-receptor para NCAM para ligar la sefial mediada por el
ligando neurturina (60, 61).

Respecto a las modificaciones post-traduccionales, GFRa2 posee
tres sitios de N-glicosilacion en las asparaginas 52, 357 y 413 (58). Y
en la serina 444 se produce la union de un grupo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (58) que sirve como punto de anclaje
covalente en la cara externa de la membrana plasmatica(59),
localizacion subcelular final de la proteina GFRa2 madura (34).

3.1. EXPRESION DE GFRa2

Tras el descubrimiento de la proteina GFRa, se describié que se
expresaba principalmente en sistema nervioso, testiculo, bazo y
pulmon (62). Sin embargo, con la reciente expansion de la
secuenciacion masiva de ARN de tejidos y de poblaciones single-cell
se ha avanzado en el conocimiento sobre la distribucion de esta
proteina y las células en las que se encuentra. Actualmente se conoce
que las localizaciones en el organismo en las que se ha detectado una
mayor expresion de GFRa2 son principalmente el testiculo, la tiroides,
el SNC, el bazo y la placenta (Human protein atlas:
https://www.proteinatlas.org/ (26-28)). Por tipo celular, GFRa2 puede
encontrarse abundantemente expresado en las espermatidas, neuronas
excitatorias del SNC, epitelio folicular tiroideo y en macréfagos y
células de Langerhans (Human protein atlas:
https://www.proteinatlas.org/ (26-28)), estos Gltimos confirmando la
elevada expresion de GFRo2 que fue originalmente descrita en
algunos 6rganos como bazo y pulmon, donde hay abundantes celulas
del sistema inmune entre las que se encuentran los macrofagos..

El principal campo de estudio de GFRo2 ha sido el de la
neurociencia. Este co-receptor se expresa principalmente en la etapa
postnatal en los ganglios de las raices dorsales (63). También se ha
detectado su expresion en los ganglios cervicales superiores (SCG)
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(64). Dentro del sistema nervioso central (SNC), las localizaciones
principales de GFRa2 son la corteza cerebral y los 16bulos frontal y
occipital (64). Dentro del SNC, GFRo2 también puede encontrarse en
la sustancia negra, asta dorsal de la medula espinal, bulbo olfatorio,
tdlamo e hipotalamo (64).

Se han desarrollado dos modelos de raton KO para Gfroa2 para el
estudio de esta proteina en el sistema nervioso intestinal. El primero
de ellos es un raton Knockout (KO) para Gfra2 generado en el grupo
de Airaksinen, el cual tiene el primer exdn interrumpido por una
secuencia de neomicina (65), este raton posee un fondo genético
mixto 129X1/SvJ * C57BL/6. En el laboratorio de Paus, se generd un
raton con la misma mutacién que el de Airaksinen pero en un fondo
genético puro 129S1/Sv (66). El otro de los modelos de raton KO para
Gfra2 fue desarrollado por Millbrandt unos afios después, incluyendo
en este caso una mutacion para EGFP también interrumpiendo el
primer exon. Estos animales tenian un fondo genético 129X1/SvJ *
C57BL/6. En las neuronas del plexo mientérico y las parasimpaticas
que inervan el pancreas también estd presente GFRa2 representando
un papel importante (65). La deficiencia de Gfra2 in vivo produce una
disminucion significativa de la inervacidn parasimpatica de los islotes
del péancreas, ademas, se observd en ese mismo modelo in vivo
Knockout (KO) para Gfro2 que existian alteraciones en la inervacion
colinérgica del sistema digestivo, incluyendo el intestino (65), el
pancreas (67) y las glandulas salivares (65, 68).

4. LAS CELULAS MADRE

La definicion de célula madre incluye las caracteristicas de
autorrenovacion y capacidad de diferenciacion a otros tipos celulares.
Estas células son muy importantes durante el desarrollo y la formacién
de todos los tejidos y 6rganos del cuerpo, pero también poseen
relevancia en la regeneracion del tejido en individuos adultos. El
campo de las celulas madre y su aplicacion en la medicina es muy
prometedor (69).
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No todas las células madre son iguales, y pueden ajustarse en
diferentes categorias dependiendo de la caracteristica que se utilice
para clasificarlas.

Una de las posibilidades se basa en la capacidad de estas células
para dar lugar a diferentes tipos de linajes celulares. Y se pueden
dividir en los siguientes grupos (69):

Totipotenciales: Son aquellas células madre capaces de
dar lugar a un organismo completo. Algunos autores
consideran que la Unica célula totipotente es el zigoto.
Pluripotenciales: Son las células madre que tienen
capacidad de dar lugar a células de los tres origenes
embrionarios (mesodermo, ectodermo y endodermo),
pero que no pueden por si mismas dar lugar a todos los
tipos celulares, ya que por ejemplo no pueden dar lugar
a un trofoblasto.

Multipotenciales: Células madre que pueden
autorreplicarse y dar lugar a un linaje celular completo,
como las de la médula dsea que pueden producir todos
los tipos de celulas sanguineas.

Unipotenciales: Son las células madre que solo pueden
dar lugar a un tipo de célula concreto.

Ademas, las células madre también pueden clasificarse en
diferentes categorias en base a la etapa vital del individuo (69):

Células madre embrionarias (ESCs)
Células madre neonatales
Células madre adultas (ASCs)
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Figura 8. Clasificacion de las células madre. Figura producida en el programa
BioRender por el doctorando Alberto Pradilla Dieste.
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4.1. CELULAS MADRE ADULTAS (ASCs)

Las células madre adultas (o también conocidas como células
madre sométicas) conforman una poblacion singular de células que se
encuentran en la mayoria de los tejidos después del nacimiento y que
pueden dar lugar a algunos tipos concretos de células especificas del
tejido en el que éstas se encuentran. Las células descendientes de las
ASCs permiten mantener el recambio tisular durante la vida, pero
también regenerar el tejido en caso de dafios y remodelacion de ese
tejido. Para que pueda atribuirse la capacidad de ASC, las células
deben cumplir las siguientes caracteristicas (70, 71):

e Autorrenovacion. Deben poder dividirse de forma simétrica
para asegurar que se mantiene la poblacidon de células madre
en el tejido, al tiempo que se garantiza la generacion de nuevas
celulas.

e Diferenciacion. Las células madre adultas deben ser capaces de
reaccionar a los estimulos que permitan activar su maquinaria
intracelular y de esta forma diferenciarse en funcion de las
necesidades del tejido.

e Quiescencia. La activacion del ciclo celular en las ASCs esta
muy controlada, de esta forma se evitan excesivas
replicaciones y se reduce la probabilidad de que se acorten los
telomeros hasta el limite donde la célula madre dejaria de
poder contribuir con nuevas divisiones (71).

4.1.1. Principales marcadores de las células madre adultas

Dadas las caracteristicas previamente comentadas de las células
madre adultas, se trata de un tipo de célula con unas condiciones muy
especificas que las separan de las células diferenciadas presentes en
todos los tejidos del organismo. Durante el proceso que lleva a una
célula madre adulta a convertirse en una célula diferenciada, se
producen activaciones y represiones en el perfil genético de la célula
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en cuestion. En base a estos cambios de la expresion de diferentes
genes es posible diferenciar algunos de ellos que son de gran
relevancia en el mantenimiento del estado de las celulas madre.

En 2006, Yamanaka y colaboradores fueron capaces de
reprogramar  fibroblastos, células consideradas diferenciadas
terminales, aungque con capacidad de division, induciendo un estado
de célula madre pluripotente. Estas células se denominaron células
pluripotentes inducidas (iPSCs). Para revertir el estado diferenciado
en fibroblastos, se utilizd un cdctel de 4 factores que se conocen como
factores de Yamanaka (72), y son SOX2, OCT4, KLF4 y c-Myc.

4.1.1.1. SOX2

SOX2, también conocida como SRY-Box2 (Sex Determining
Regions Y-box 2) pertenece a la familia de proteinas SOX. Las
proteinas de esta familia, y por lo tanto también SOX2 (73), presentan
conservado un dominio de alta movilidad (High Mobility Group,
HMG) de unién al ADN (74). SOX2 resulta fundamental en todas las
etapas de la vida, desde los primeros pasos durante la embriogénesis,
hasta la edad adulta (75). Incluso se ha demostrado en ratones que la
delecion del gen que codifica para Sox2 resulta en letalidad temprana
del embridn, que no llega siquiera a desarrollarse (76).

Durante el desarrollo temprano, SOX2 se encuentra expresado en
las células madre embrionarias que dan lugar al origen de la formacion
del embrién. Posteriormente, a medida que el desarrollo embrionario
progresa, la expresion de SOX2 se mantiene en células
comprometidas, principalmente de linaje neuronal y epitelial.
Finalmente, en la etapa postnatal, SOX2 se encuentra expresado en las
ASCs y en progenitores comprometidos presentes en los diferentes
organos, teniendo gran relevancia en la homeostasis y regeneracion de
los tejidos en la edad adulta (75, 77). SOX2 es uno de los marcadores
que definen las células madre del nicho hipofisario, y, ademas,
también se encuentra expresado en células progenitoras dispersas en la
adenohipofisis (4).
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SOX2 estd muy relacionado con el desarrollo y la progresion del
cancer, y se considera un potente oncogen. Esta proteina esta
ampliamente relacionada con el mantenimiento de las propiedades de
células madre en las células tumorales, y les confiere una mayor
capacidad tumorigénica, clonogenicidad, transicion epitelio-
mesénquima (EMT), movilidad y diseminacion de las células
tumorales, metastasis, resistencia a la quimioterapia y relapso (77).

4.1.1.2. OCT4

OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4) o también
conocido como POUS5SF1 (POU domain, class 5, transcription factor
1). Los miembros de la familia POU pueden activar la expresion de
sus genes diana gracias a su union a la secuencia octamérica consenso
AGTCAAAT. OCT4 se encuentra expresado en todas las células que
conforman el blastdbmero, sin embargo, su expresiéon va perdiéndose
durante el desarrollo. Se pensaba que la expresion de OCT4 estaba
restringida a las células madre embrionarias (78), pero posteriormente
se descubrié que también puede encontrarse en las células germinales
y en las células madre adultas de algunos 6rganos concretos, como
puede ser la hipdfisis (5), los foliculos pilosos (79) o el endometrio
(80).

La expresion de OCT4 resulta fundamental para el mantenimiento
del estado de pluripotencia. El control de este estado no depende
exclusivamente de la expresion o no expresion de OCT4, ya que ésta
estd regulada de forma cuantitativa. Elevados niveles de OCT4 guian
la diferenciacién a células de linajes endodérmicos y mesodérmicos.
Bajos niveles de expresion de OCT4 dan lugar a células del
trofoectodermo. Y finalmente, “niveles normales” de expresion de
OCT4 son los que mantienen el estado de célula madre pluripotente
(81).
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4.1.1.3. KLF4

KLF4 (Krippel-like factor 4) o también denominado GKLF (gut-
enriched Kruppel-like factor). Es un gen que codifica para un factor
de transcripcion que se encuentra muy conservado en vertebrados.
KLF4 pertenece a la familia SP/KLF (82), cuyos miembros se
caracterizan por tener tres dedos de zinc en la parte C-terminal de la
secuencia. En su secuencia N-Terminal posee un dominio de
transactivacion (TAD) junto a un dominio de represion que
determinan la interaccion de KLF4 con otros factores de transcripcion
y el ADN (83). Entre las funciones de KLF4 destacan la inhibicion del
ciclo celular mediante la interaccién con p53, lo que produce un
arresto en fase G1/S del ciclo (84). Ademas, aumentos en la expresion
de KLF4 también estan relacionados con un aumento en la expresion
de CDKN1A (p21), otro inhibidor del ciclo celular (85). Por otra parte,
KLF4 promueve la diferenciacion celular mediante la activacion de
promotores de diferentes genes y en diferentes tejidos (86). Ademas,
KLF4 también estd involucrado en la supervivencia celular,
inhibiendo la apoptosis dependiente de p53 (87). Sin embargo, en
cancer, KLF4 puede actuar promoviendo la apoptosis, presentando un
papel dual en la regulacion de este proceso celular (88, 89). Por otra
parte, KLF4 posee un importante papel en el mantenimiento del
estado de pluripotencia de las células madre, para ello inhibe la
diferenciacion en respuesta a diferentes factores y se une a SOX2 y
OCT4, favoreciendo la expresion de NANOG (90).

La expresion de este factor de transcripcion estd muy extendida
en muchos tejidos del organismo. En la hipofisis la expresion de
KLF4 es muy marcada en el nicho de células madre (5), donde
promueve el mantenimiento de su estado pluripotente. Debido a las
funciones que presenta KLF4 en tejido adulto, su expresion también
puede estar implicada en el desarrollo de algunas enfermedades como
el cancer (91).
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4.1.1.5. NANOG

Este factor de transcripcion resultd innecesario en la
reprogramacion de fibroblastos de raton llevada a cabo por Yamanaka
(72). Sin embargo, si que se incluye en el coctel de Thomson, que es
otra combinacion de 4 factores (SOX2, OCT4, LIN28 y NANOG) que
permitio la desdiferenciacion de células somaticas humanas en células
madre pluripotentes (92). NANOG es fundamental en la etapa
embrionaria, su ausencia provoca que el desarrollo embrionario no
progrese mas alla de la etapa de blastocisto (93).

La implicacion de NANOG en el mantenimiento de células madre
estd muy ligado a SOX2 y OCT4, ya que el complejo que forman
estos 3 fatores de transcripcion regula la expresion de multitud de
genes (94). A diferencia de SOX2, KLF4 y OCT4, NANOG pudo ser
detectado en las células madre del nicho hipofisario. En la hipd&fisis
NANOG esté limitado al 16bulo intermedio (5), por lo que se postula
que la relevancia de este factor de transcripcion en las células madre
hipofisarias es nula.

Los cinco marcadores de células madre comentados en el presente
apartado son solo una minuscula fraccion de una lista que va
engrosandose mas con el paso de los afios. Toda la sefializacion previa
y posterior a estos cinco factores de transcripcion, también es
relevante en la activacion de la maquinaria intracelular que permite el
mantenimiento del estado de célula madre adulta pluripotente. Cabe
destacar que es posible encontrar células madre adultas en multitud de
tejidos dentro del organismo, lo que complica todavia mas establecer
una lista de marcadores clave que sea comun a todas las células madre
adultas. Del mismo modo, no todas las celulas adultas presentes en los
tejidos se encuentran en el mismo estado de diferenciacion, factor que
también altera el programa genético de esa célula, y cuya
consecuencia radica en un cambio en los marcadores expresados (95).

33



ALBERTO PRADILLA DIESTE

4.2. NICHOS DE CELULAS MADRE

Se ha descrito en diferentes tejidos que las células madre adultas
presentes en los mismo se encuentran agrupadas en una estructura
denominada nicho, el cual puede poseer unas caracteristicas diferentes
en funcion del 6rgano en el que se encuentran (71). EI componente
principal de estos nichos son las células madre adultas, pero para que
estas puedan mantener su estado son necesarios otros tipos de células
como las células madre mesenquimales (MSCs) (96). Las MSCs dan
soporte y proteccion a las ASCs, al tiempo que interaccionan con
ellas. Estas interacciones pueden darse gracias a la liberacién de
factores por parte de las MSCs o incluso a interacciones directas entre
ambos tipos celulares. Ademas, también son importante las
interacciones entre las ASCs y la matriz extracelular (96).

Se han descrito nichos de células madre dentro de multitud de
tejidos dentro del organismo. Cada uno de ellos presenta una
disposicion y unos marcadores especificos, asi como unas rutas de
sefializacion diferentes, que dependen del propio tejido y de las
necesidades de autorrenovacion que presenta (71).

4.2.1. Nichos de células madre en diferentes tejidos

4.2.1.1. El nicho de células madre hematopoyéticas

Este nicho se encuentra en la médula désea, en contacto estrecho
tanto con las arteriolas como con los capilares sinusoidales, y presenta
todas las condiciones para el control de la proliferacion, diferenciacion
y migracién de las células madre que finalmente dan lugar a todo el
linaje sanguineo (97). La regulacion de las HSCs viene mediada
principalmente por dos factores, CXCL12 y SCF, producidos en las
células endoteliales y el estroma. Pero la regulacion de este nicho es
mucho méas compleja, ya que estd en contacto con multitud de celulas
sanguineas como macrofagos, megacariocitos o monocitos (98),
ademas de presentar una fuerte inervacion (99). El conocimiento del
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nicho de células madre hematopoyéticas abre un prometedor abanico
de aplicaciones en la medicina.

4.2.1.2. El nicho de células madre intestinales

El nicho de células madre intestinales se encuentra en las criptas
del intestino, y esta compuesto por las células columnares de la base
de la cripta (CSCs) (100, 101) y por las celulas epiteliales y
mesenquimales adyacentes que actlan como soporte. Las células
madre intestinales migran desde la base de las criptas hasta las
microvellosidades, desde donde proliferan y se diferencian para dar
lugar a las células progenitoras comprometidas y a todos los tipos de
células que forman el epitelio intestinal. El epitelio intestinal estd muy
expuesto a agentes bioldgicos y quimicos, asi como a un desgaste
mecanico muy fuerte, forzando a las células madre a estar
continuamente dividiéndose y siendo reclutadas para garantizar el
recambio celular que necesita el intestino y que de esta forma pueda
continuar cumpliendo sus funciones de absorcion de nutrientes y
barrera ante patdgenos (101).

4.2.1.3. El nicho de células madre neuronales

Durante muchos afios prevalecio el dogma de que el tejido
nervioso es estatico y no puede regenerarse, sin embargo, esta idea se
tambalea gracias a las células madre neuronales (NSCs). La
localizacion de estas (NSCs) se limita a dos localizaciones en el
cerebro, que son la zona subventricular de los ventriculos laterales y la
zona subgranular del giro dentado, en la corteza. Durante el desarrollo,
estas NSCs son las encargadas de la generacion de todo el sistema
nervioso central (SNC) (102, 103), pero en la edad adulta son las
encargadas de mantener una minima actividad neurogénica en
respuesta a dafos en el SNC. Al igual que en otros nichos de células
madre, este nicho no estd conformado exclusivamente por las NSCs.
Acompafniando a las NSCs se encuentran células endoteliales,
astrocitos, microglia y pericitos (104). Se conocen multitud de
marcadores que se expresan en las células madre neurales, como
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algunos miembros de la familia SOX, DCX, Nestina, PRC2, OLIG2 o
BASP1 (105).

4.2.1.4. El nicho de células madre de la piel

Al igual que ocurre en el epitelio intestinal, la piel es un érgano
muy extenso que se encuentra en contacto con el exterior y por
consiguiente expuesto a agentes dafiinos. Es importante que la piel
sufra un constante recambio para que su funcion de barrera protectora
e impermeable se mantenga. Al hablar de células madre de la piel, hay
que referirse a dos tipos diferentes: las células madre melanociticas y
las células madre del foliculo piloso (HFSCs) (106). Estos dos tipos
celulares se encuentran en el bulbo del foliculo piloso. Cada uno de
estos tipos de celulas da lugar a un linaje diferente, las HFSCs
satisfacen la necesidad de células que regeneran el foliculo piloso y
permiten el crecimiento del vello. Las células madre melanociticas
dan lugar a las células que producen melanina (107).

5. LAS CELULAS MADRE HIPOFISARIAS

La hipofisis es un drgano que posee gran plasticidad para poder
regular el nimero y la proporcion de todos los tipos celulares que la
conforman en respuesta a requerimientos fisiol6gicos o la adaptacion
a etapas de la vida en las que las necesidades hormonales del
organismo cambian, como son la pubertad, el embarazo o la lactancia.
Esta plasticidad depende de la proliferacion de las propias células
diferenciadas de la hipdfisis y también de la replicacion y
diferenciacion de las células madre adultas de la hipofisis.

Al comienzo del siglo XXI el conocimiento de las células madre
de la hipdfisis era muy reducido y todo lo que se podia hacer era
postular sobre su existencia (108). Lo Unico que se tenia claro es que
tenian que ser células que no producen hormonas. Las primeras
candidatas fueron las células cromoéfobas, que son todas las que no
poseen granulos y por lo tanto son negativas para las tinciones de
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Schiff (108). A diferencia de las células cromofobas, las productoras
de hormonas se denominan cromofilas ya que si que retienen dicha
tincion distribuyéndose en acidofilas y basofilas dependiendo de si el
tipo de hormona que producen esté glucosilado o no. Otro de los tipos
celulares que se postularon son las células de la zona marginal (109-
111). Posteriormente se pensé que las células foliculares (112) y
foliculoesteladas (7) eran las encargadas de representar el papel de
células madre dentro de la hipdfisis. Ambos tipos celulares se
encuentran dispersos por la adenohipofisis y tienen caracteristicas
diferentes a aquellas exhibidas en las células productoras de hormonas
(113, 114). Por ultimo, se considerd6 que existia una poblacién
dispersa por la adenohipdfisis (que no correspondia con células
foliculares o foliculoesteladas) y que poseian rasgos atribuibles a
células madre (115).

Actualmente se conoce que en la hipofisis postnatal las células
madre se encuentran agrupadas en el nicho hipofisario, que consiste
en una estructura compuesta por la ultima linea de células de la
adenohipdfisis y el I6bulo intermedio, bordeando la zona marginal (4-
6). Estas células madre del nicho hipofisario expresan conjuntamente
los marcadores de células madre SOX2 y SOX9 (4-6). Ademas, la
definicion de estas células viene determinada también por la expresion
de GFRa2, que solo se expresa en el nicho, y PROP1 (5). Estas
celulas madre del nicho hipofisario se bautizaron como GPS, por la
expresion de GFRa2, PROP1 y marcadores propios de células madre
(Stemness) como SOX2, SOX9, OCT4y KLF4 (5, 116).

Recientemente también se ha demostrado que el nicho de células
madre no solo expresa el receptor RET (5), sino que también todos sus
co-receptores de la familia GFRa (117). Sin embargo, la distribucion
de estos no es la misma a lo largo de todo el nicho. GFRal puede
encontrarse en los polos apical y basolateral de la membrana
citoplasmatica de todas las células que componen el nicho hipofisario.
Mientras que GFRa3, y en menor medida GFRo4, estan presentes en
algunas células consecutivas, pero su expresion esta limitada al polo
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apical que delimita la zona marginal (117). Estos descubrimientos
estan conservados tanto en humano como en ratas (117).

Estrechamente en contacto con las células madre hipofisarias, es
posible encontrar una poblacion celular positiva para los marcadores
nestina y vimentina, pero negativas para todos los marcadores que
definen a las células madre del nicho. Estas células actuarian como
apoyo Y soporte de las células GPS (5).

Se postula también la existencia de un segundo nicho de células
madre, que apareceria como agrupaciones de células SOX2+ y/o
SOX9+ en el parénquima de la adenohipofisis, y que ademas también
son positivas para el marcador S100B (que define también las células
foliculoesteladas) (118, 119). Ambos nichos estarian conectados,
creando un microambiente especifico que sugiera un mecanismo por
el cual las células madre de la zona marginal pueden alcanzar el
paréngquima de la adenohipdfisis y de esta forma son capaces de la
remodelacion y la regeneracion de la hipofisis (120, 121). No
obstante, la estructura y el funcionamiento de estas prolongaciones de
células madre todavia no se conocen en profundidad.

5.1. PRINCIPALES VIiAS DE SENALIZACION EN CELULAS
MADRE HIPOFISARIAS

5.1.1. La via de sefalizacion de SHH/PTCH

La via de Hedgehog (HH) pose gran relevancia en la formacion
de muchos 6rganos durante la etapa del desarrollo embrionario. La
familia HH estd conformada por 3 ligandos solubles, IHH, DHH y
SHH, siendo este ultimo el mas relevante de todos. Estos ligandos se
unen y activan al receptor Patched (PTCH) en la membrana
plasmatica de la célula (122). Cuando SHH se une a PTCH, SMO se
vuelve activo. SMO es un receptor de la familia GPCR, con 7
dominios transmembrana. Mucho se ha estudiado sobre el mecanismo
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de activacion de SMO tras la retencion de PTCH, su inhibidor, por
SHH. De los dos mecanismos propuestos destacan: 1) que en
presencia de SHH, SMO difunde de la membrana plasmaética lateral, a
la del cilio primario donde es realmente activo, mientras que PTCH
difunde en sentido contrario al unirse a SHH (123); 2) que PTCH esté
inhibiendo la accesibilidad de SMO al colesterol, que seria su
verdadero ligando activador, y que ademé&s se encuentra en mas alta
concentracion en la membrana del cilio primario (124, 125). Por
cualquiera de los dos mecanismos, simple localizacién o unién a un
ligando derivado del colesterol, una vez en el cilio primario SMO
impide la degradacion de los factores de transcripcion de la familia
GLI, formada por tres miembros, GLI1 y GLI2 que son activadores y
GLI3 que es inhibidor (122). La regulaciéon mediada por SHH es
fundamental durante el desarrollo embrionario, ya que es necesaria
para inducir la expresion de LHX3 y LHX4, marcadores especificos
implicados en la formacion de la bolsa de Rathke (126).

Una supresion total de la expresion de SHH en los primeros dias
del desarrollo embrionario se traduce en un importante freno al
desarrollo que provoca la pérdida del tejido hipofisario antes del dia
13 de desarrollo (126). Sin embargo, la formacion de la bolsa de
Rathke requiere de la activacion de otras vias de sefializacion, entre
las que se encuentran las mediadas por la proteina morfogénica 6sea
(BMP) y el factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) (127).

Por todo ello, la sefializacion mediada por SHH es de gran
relevancia en las primeras etapas de la formacion de la hipofisis y la
regulacién de las células madre progenitoras (128, 129). Aunque la
regulacion mediada por SHH es mas relevante durante el desarrollo
embrionario, también se ha observado que los miembros de esta ruta
estan expresados en la hipdfisis postnatal, principalmente en el nicho
de células madre (130).

Tanto en la hipdfisis en desarrollo como en la postnatal, los
miembros de la via de SHH se expresan mas en las células del nicho y
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las progenitoras en respuesta a dafios causados al drgano para
promover su recuperacion (131).

5.1.2. La via de senalizacion de WNT

La via de WNT/B-catenina esta involucrada en multitud de
procesos relevantes para la célula, tales como regulacion de la
expresion de genes, supervivencia, proliferacion o adhesion, tanto en
la edad adulta como en el desarrollo, desde el momento en que se
produce la fecundacion del évulo. En esta via los ligandos de la
familia WNT (existen 19 y todos estan expresados en la hipofisis) se
unen a un receptor de la familia Frizzled (FZD) (132).

En esta via es posible encontrar dos variantes diferentes, la
candnica (dependiente de B-catenina) y la no candnica (independiente
de B-catenina) (133). La unién de WNT a FZD en la via canonica
impide la fosforilacion y la consiguiente degradacion de la B-catenina,
permitiendo que esta sea importada al ndcleo (134). Por otra parte, en
la via no candnica intervienen dos posibles rutas, de Ca?" y de
polaridad celular planar (PCP) (135).

Algunos miembros de las familias de WNT y FZD estan
relacionados con la activacién de una de las dos vias, pero es la union
de la pareja ligando-receptor concretos la que determina la activacion
de una via u otra (133). Un ejemplo es WNT4 que se cree que
favorece la activacion de PROP1 (136). Existen muchas otras
proteinas implicadas en la via de WNT que modulan procesos en el
desarrollo hipofisario. Esta via de transduccion de sefales es
profundamente compleja e implica la participacion de multitud de
proteinas con diferentes funciones, pero como compendio de todas
ellas se puede considerar que la via de WNT esta involucrada en
procesos importantes en la hipéfisis en desarrollo, modulando el
mantenimiento o diferenciacion de los progenitores (133, 136). En la
hipofisis postnatal, WNT vy el resto de los miembros de la via no estan
restringidos solamente a las células madre, aunque su actividad en el
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nicho aumenta en momentos en los que existe una reorganizacion de
la gldndula, como la pubertad (122).

5.1.3. La via de sefalizacion de NOTCH

La via de sefalizacion de NOTCH estd mediada por los
receptores NOTCH y los ligandos JAG1 y DLL1, que se encuentran
presentes tanto en las células madre embrionarias como en los
progenitores de la hipdéfisis postnatal (137, 138). Ademas, los ligandos
de NOTCH también se encuentran en celulas diferenciadas
(somatotropas, lactotropas y tirotropas), lo que sugiere que podrian
tener un papel diferente en estos tipos de células (139). La mayor
implicacion de la via de NOTCH en la hipofisis postnatal es el
mantenimiento del estado de célula madre (embrionaria y adulta).

Alteraciones en la expresion de NOTCH conllevan una
disminucion de la expresién de PROP1, y, por consiguiente, fallos en
la diferenciacion a las células productoras de hormonas del linaje de
PIT1 (140). Ademas, una pérdida completa de la expresion de los
receptores NOTCH o de las proteinas implicadas en la ruta, conlleva
una progresiva disminucion en el nimero de estos progenitores (140).
Por otra parte, las células diferenciadas de la adenohipdfisis no
parecen estar afectadas por la ausencia de NOTCH (140).

5.1.4. La via de sefializacion de YAP/TAZ (Hippo)

La via de sefializacion de Hippo mediada por los factores de
transcripcion YAP y TAZ esta muy conservada en el mantenimiento
del tamafio de multiples drganos, controlando para ello procesos
celulares entre los que se encuentran la proliferacion, la apoptosis o el
mantenimiento de las células madre (141). En esta via de sefializacion
se produce inactivacion mediada por las quinasas MST1/2 y LATS1/2
que fosforilan e inactivan a los efectores YAP/TAZ, lo que provoca su
retencion en el citoplasma y su degradacion (142). Existen multitud de
activadores de la via de Hippo, entre los que se encuentran el receptor
RET junto con su co-receptor GFRal (143).
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En la hipodfisis esta ruta de sefializacion estd implicada en el
proceso del desarrollo, pero también en la hipdfisis postnatal, en la
que los factores de transcripcion YAP y TAZ se expresan en las
celulas progenitoras SOX2+ (tanto en humanos como en ratones). La
expresion constitutiva de YAP en etapas tempranas después del
nacimiento da lugar a una mayor proliferacion de las células SOX2+,
promoviendo el enriquecimiento de estos progenitores (142). MST y
LATS no parecen ser fundamentales en la regulacion de la via de
YAP/TAZ en la hipofisis, sin embargo, su ausencia promueve la
formacion de tumores hipofisarios muy agresivos compuestos por
células SOX2+ con elevada tasa de proliferacion (144).

Todavia no se conoce por completo la implicacion de la via de
YAP/TAZ en la hipdfisis, ni los mecanismos que la regulan, por lo
que es necesario ahondar en su investigacion para entender mejor la
implicacion de esta via (145).
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Figura 9. Resumen de las vias de sefializacion implicadas en el control de las
células madre. Original de Willis et al., 2022 (145). Licencia internacional Creative
Commons Attribution 4.0 (CC by 4.0).

5.2. EI CO-RECEPTOR GFRa2 Y SU RELEVANCIA EN LAS
CELULAS MADRE

5.2.1. GFRa2 en la hipdfisis

La expresion de GFRa2 en la hipofisis fue descubierta en 2009
(5), tanto en hipofisis humana como de rata y raton. La presencia de
este marcador esta delimitada exclusivamente al nicho de ceélulas
madre que bordea la zona marginal entre la adenohipofisis y el 16bulo
intermedio. Lo que en humanos adultos supone menos de un 1% del
numero total de celulas de la hipofisis (5). La expresion de GFRa2 no
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se encuentra en ninguno de los cinco tipos de células productoras de
hormonas que se encuentran en la adenohipdfisis. La funcion de
GFRoa2 en las células del nicho hipofisario se desconoce todavia, pero
se postuld que esta proteina resulta clave en el mantenimiento del
estado de célula madre pluripotencial con capacidad de dar lugar a los
diferentes tipos de células diferenciadas presentes en este érgano (5).

A partir de una dispersion celular de hipofisis de rata fue posible
seleccionar las células Gfra2+ y cultivarlas in vitro. Bajo condiciones
especificas, sin suero y con factores demostrados que promovian el
crecimiento de células madre de otros tejidos en forma de esferas
flotantes, estas células crecen en suspension formando agregados y
con estructura de esferoides (5). La fraccion Gfra2- cultivada en las
mismas condiciones no dio lugar a esferoides, y estas células
crecieron adheridas al material de cultivo. La amplificacion celular de
ambas poblaciones es muy diferente, el nimero de colonias formadas
por las células Gfra2- fue muy reducido en comparacion al nimero de
esferoides que se aparecen en los cultivos de células Gfro2+, cuando
esta poblacién in vivo es minuscula (5). Los esferoides mantienen la
expresion de otros de los marcadores con los que co-expresan en las
células madre del nicho. Ademas, la adicion de Neurturina (el ligando
de Gfro2) al medio de cultivo de los esferoides provoca un aumento
del nimero de éstos, demostrando una posible implicacién del sistema
RET-GFRa2-Neurturina en las células del nicho (5). Por ultimo, se
puede inducir la diferenciacion de los esferoides a los cinco tipos de
células productoras de hormonas al afiadir los suplementos
correspondientes al medio de cultivo. Pese a que la funcion exacta de
GFRa2 en las células GPS todavia es una incognita, estos estudios in
vitro permitieron demostrar que efectivamente se trata de un marcador
relevante en células que mantienen un estado de pluripotencia (5).

Se ha demostrado en ratas gestantes que la expresion de Gfra?2,
junto con otros marcadores especificos de las células madre del nicho
esta aumentada en hembras a término, pero esta expresion se reduce a
niveles basales en los primeros dias de lactancia (146). Otro hallazgo
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relevante es que la tasa de division celular de las células del nicho en
estas hembras a término estaba aumentada. Estos estudios permiten
postular que GFRa2 podria estar implicado en la proliferacion de las
celulas del nicho durante etapas de la vida que requieren de un aporte
hormonal adicional, como es el fin de la gestacion y el comienzo de la
lactancia (146).

La implicacion de GFRa2 en patologia hipofisaria es un campo de
estudio practicamente inexplorado. Dentro del poco conocimiento
existente, se sabe que, en comparacion con la hipofisis normal, los
adenomas hipofisarios funcionantes (producen hormonas) tienen
disminuida la expresion del gen GFRa2, y, por el contrario, se
incrementa considerablemente la expresion de GFRaZ2 en adenomas
hipofisarios no funcionantes (no producen hormonas) (147). Dentro de
los adenomas funcionantes, aquellos que ven mas reducida la
expresion de GFRa.2 son los relacionados con el linaje dependiente de
PIT1 (adenomas somatotropos, lactotropos y tirotropos), mientras que
los adenomas corticotropos no ven disminuida la expresion de GFRa2
(147). Este descubrimiento también apoya la relevancia de GFRa2 en
la definicion de célula madre hipofisaria, debido a que en situaciones
patologicas sigue encontrandose principalmente en  células
indiferenciadas. Y pese a todo, la funcion de GFRa2 en el nicho sigue
sin esclarecerse.

No obstante, se ha demostrado en ratas que Gfra2 podria estar
relacionada con la formacién de tumores hipofisarios (148). EI modelo
se basé en la capacidad de los estrégenos exdgenos de producir
tumores hipofisarios lactotropos, y para ello se utilizaron implantes
que liberasen benzoato de estradiol. En relacion con Gfro2, la
expresion de esta proteina aumento tras 5 dias de tratamiento con
estrdgenos, pero su expresion recuperaba el nivel basal a los 10 dias.
Sorprendentemente, se producia un aumento del nidmero de células
Gfra2+ en la adenohipofisis de etas ratas tras 30 dias de exposicion a
los estroégenos (148). Los autores sugieren que es posible que se
produce un aumento del nimero de células Gfra2+ en el nicho de
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células madre durante el inicio del tratamiento, y que posteriormente
éstas sean reclutadas a la adenohipdfisis. La caracterizacion de estas
celulas se realiz6 mediante el cultivo de pituesferas, en las cuales se
encontraron células madre en diferentes estadios (diferente
combinacion de marcadores especificos de células madre del nicho y/o
celula diferenciada) (148).

Este hecho es comparable a lo que sucede con otro de los co-
receptores GFRa, en este caso GFRa3, cuya expresion en
craniofaringiomas se pierde, mientras que si que es posible encontrar
el resto de los marcadores que definen las células madre del nicho
hipofisario (116). Por lo que es posible postular que GFRo2 también
podria ver modulada su expresion en adenomas hipofisarios humanos.

5.2.2. Expresion y relevancia de GFRa2 en células madre
presentes en otros tejidos

GFRa2 posee una importancia bastante relevante en el corazon,
desde el desarrollo embrionario hasta la edad adulta. Puede
encontrarse principalmente en los vasos sanguineos coronarios mas
grandes, como son la arteria aorta y la arteria pulmonar. Ademas,
GFRo2 también se encuentra en las valvulas cardiacas. La inervacion
del corazdn también esta bajo el control de GFRo2, que puede
encontrarse en los nervios de los ganglios linfaticos y las fibras
nerviosas del tejido cardiaco. La ausencia de GFRo2 conlleva
limitaciones en la inervacién colinérgica del corazén, demostrando de
esta manera la relevancia del sistema RET-GFRo2-NTRN en esta
parte del sistema nervioso (149).

Dejando a un lado las células nerviosas y los grandes vasos, las
unicas células que expresan GFRa2 en el propio tejido del miocardio
son los progenitores cardiacos. La expresion de este marcador es muy
elevada en estos progenitores y va disminuyendo a medida que van
comenzando a expresarse marcadores de posteriores estadios de
diferenciacion o de célula diferenciada. La implicacion de GFRa2 en
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cardiomiocitos no sigue la sefalizacion candnica en la que esta
implicado el receptor RET (150). Los precursores cardiacos expresan
tanto GFRa2 como GFRal, siendo predominante la sefializacion
mediada por GFRa2. Sin embargo, GFRal responde a los estimulos
mediados por NTRN en ausencia de GFRa2. Este es un ejemplo claro
de la promiscuidad entre los receptores de la familia GDNFR vy la
familia de GDNF (150).

En el nicho de células madre hematopoyéticas Gfra2 es necesario para
la supervivencia de las neuronas colinérgicas. La ausencia de Gfra2
produce una disminucién de la actividad de la acetilcolinesterasa,
produciéndose un aumento importante en la noradrenalina en orina
por la noche, que correlaciona con una deficiencia parasimpatica, y un
aumento del tono simpético por la noche (151). El aumento de la
actividad noradrenérgica en el raton KO para Gfra2 aumenta el trafico
bidireccional de células madre hematopoyéticas y leucocitos que salen
de la médula 6sea y retornan a ella. Ademas, el retorno durante el dia
se encuentra aumentado por un aumento de la adhesion vascular
debida a la pérdida de inervacion colinérgica (151). Las células de la
médula 6sea del raton KO para Gfra2 que se acumulan en circulacién
en estos animales poseen una sefializacion P3-adrenérgica que
promueve la salida de las células madre hematopoyéticas durante la
noche (151).

En cuanto al mantenimiento del estado quiescente de las células madre
hematopoyéticas de la médula dsea, la ausencia de Gfra2 disminuye
en un factor de 5 el nimero de células que mantienen este estado en la
médula ésea amarilla, aunque no existen cambios en la médula dsea
roja. Este aumento de la proliferacion en la médula dsea amarilla se
debe a que las sefales colinérgicas, disminuidas en ausencia de Gfro2,
inhiben la proliferacion localmente en la medula amarilla (152). Un
5% de las células madre hematopoyéticas expresa Gfra2, y se conoce
que este co-receptor promueve la renovacion de las HSCs y su
expansion ex vivo a través de RET (153, 154). Para ahondar en el
conocimiento in vivo de la sefalizacion mediada por Gfra2 en el
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grupo de Meéndez-Ferrer trasplantaron HSCs de ratones KO para
Gfra2 en ratones WT (el modelo de raton utilizado es el anteriormente
presentado que habia sido desarrollado en 1999 en el grupo de
Airaksinen (65)) y observaron que la disminucion de la quiescencia de
las HSCs del ratén KO se mantenia en el WT, demostrando que esta
quiescencia esta regulada por sefiales colinérgicas del microambiente
(152). En relacion a la quiescencia disminuida en las HSCs que del
raton KO para Gfra2, estas células tienen reducida la expresion de la
quimioquina CXCL12, implicada en la regulacion de la senescencia
de las células madre hematopoyéticas (152). Finalmente, la
secuenciacion de RNA permitié demostrar que en las HSCs del raton
KO para Gfro2 tienen disminuida la expresion de los genes diana de
RET que promueven la expansion y autorrenovacion de las HSC, al
mismo tiempo que las HSCs de la médula 6sea amarilla del raton KO
tienen aumentada la expresion de genes asociadas a la proliferacion de
este tipo de células, los mismo que estan mas expresados en las HSCs
movilizadas fuera de la médula désea (152).

En el timo también se detecto la expresion de GFRa2, tanto en el
desarrollo embrionario como en la edad adulta. La expresion de este
receptor se da principalmente en timocitos indiferenciados, y a medida
que los timocitos van madurando, es decir, va cambiando los
marcadores del claster de diferenciacion (CD), también va
perdiéndose la expresion de GFRa2 (155). Su funcién en este 6rgano
es dependiente del sistema RET-GFRo2-NTRN, pero esta via no
resulta indispensable en el proceso de diferenciacién de los timocitos,
debido a que en ausencia de GFRa2, el proceso de diferenciacion
puede completarse (155).

El sistema RET-GFRa posee gran relevancia en las células del
sistema inmune, tanto linfocitos (B y T) como monocitos. De los co-
receptores de RET el méas abundante en este tipo de células es GFRa2,
seguido de lejos por GFRal. Ademads, neurturina (el ligando de
GFRo2) se postula como una proteina importante en la comunicacion
de las células que conforman sistema inmune (156).
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La barrera hematorretiniana (BRB) es una estructura similar a la
barrera  hematoencefalica (BHE) conformada por células
estrechamente unidas entre si que separan el sistema ocular de la
circulacién sanguinea, y actia como barrera protectora (157). En este
sistema, GFRo2 se encuentra exclusivamente en las células que
expresan el factor de von Willebrand, por otra parte, neurturina se
expresa en las células de Muller. Estas evidencias permiten proponer
que la correcta funcion de la barrera hematorretiniana esta
influenciada por la sefalizacion mediada por neurturina vy
posiblemente por GDNF (158).

Otro organo en el que GFRa2 juega un papel importante es la piel,
donde esta muy expresado en la dermis papilar y en las glandulas
sudoriparas del cuero cabelludo, y en menor medida en la epidermis.
Este receptor presenta expresion diferencial en las células
mesenquimales y epiteliales del foliculo piloso durante la fase del
crecimiento del pelo (anagen). Sin embargo, la presencia de GFRa2 es
practicamente nula en las fases de transicion (catagen) o de reposo
(telogen) (159). En la piel, la sefalizacién de neurturina mediada por
GFRo2 esta implicada en la respuesta fisioldgica a diferentes factores
externos como el dolor (160), la presion (161) y los cambios de
temperatura, asi como la sensibilidad al frio y el calor (160, 161).

6. ENANISMO

El enanismo es una condicién médica que se define como un
trastorno en el crecimiento de un individuo caracterizado por una
altura y peso significativamente inferiores a los valores medios para
esas caracteristicas fisicas encontrados en individuos del mismo sexo
y edad (162).

La clasificacion mas simple del enanismo puede hacerse en dos
tipos  diferentes:  enanismo  proporcionado y  enanismo
desproporcionado, que se basan en la apariencia fisica del individuo.
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Enanismo proporcionado es aquel que puede encontrarse en
individuos de corta estatura que tienen los miembros y el tronco con
un tamafo disminuido, pero de forma proporcionada. Y, por otra
parte, el enanismo desproporcionado es una condicion en la que
algunas partes corporales del individuo tienen un tamafo reducido y
otras se encuentran en valores en torno a la media o incluso
superandola, aunque siempre va a ser un factor comun la baja estatura
(162).

6.1. ETIOLOGIA DEL ENANISMO

La baja estatura asociada al enanismo puede deberse a multitud de
factores. Algunas de estas causas se consideran variantes normales del
crecimiento, pero otras sin embargo estdn clasificadas como
patoldgicas (162).

6.1.1. Variantes normales de crecimiento que causan enanismo

Dentro del grupo de variantes normales de enanismo se pueden
encontrar las tres siguientes:

e Baja estatura familiar (FSS). Se da en casos en los que los
progenitores también presentan baja estatura. Para
determinar los casos de FSS, se compara la estatura del
individuo con la estatura media de sus progenitores.
Aquellos casos en los que haya antecedentes de baja
estatura en la familia y no se conozcan causas genéticas, se
consideran baja estatura familiar. En esta condicion, el
crecimiento del individuo es la esperada para su edad y no
se dan retrasos en el crecimiento 0seo (163).

e Retraso constitutivo en el crecimiento y la pubertad
(CDGP). La estatura en la edad infantil y adolescente es se
encuentra dentro de la definida en el enanismo, pero se
alcanza la altura esperada en la edad adulta. Individuos con
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CDGP tienen un desarrollo dseo inferior al esperado para su
edad, lo que permite diferenciarlos de individuos con FSS.
La principal causante de esta sintomatologia es la
malnutricion durante la etapa gestante y la infancia (164,
165).

Baja estatura idiopatica (ISS). Originalmente se definio la
baja estatura idiopatica como aquella en la que no se
conocen las causas del enanismo. Sin embargo, esta
clasificacion cada vez se encuentra més en desuso debido a
los avances en secuenciacion y estudios genémicos (166).

6.1.2. Causas patoldgicas del enanismo

Origen endocrino.

o Deficiencia de hormona de crecimiento. Bajos niveles
de GH estdn directamente relacionados con bajos
niveles de IGF-1, que a su vez se asocian con la baja
estatura debido a falta de crecimiento del esqueleto y
un menor desarrollo en musculatura y cartilagos. Este
es el desorden endocrino mas frecuente relacionado
con el enanismo (167). Los casos de enanismo
derivados del efecto de la hormona de crecimiento se
conocen como enanismo hipofisario (168, 169).

o Hipotiroidismo congénito (170, 171)

o Sindrome de Cushing. La enfermedad de Cushing
cursa con elevados niveles de produccion y liberacion
de ACTH. Sin embargo, hay estudios que indican que
en la enfermedad de Cushing puede perderse la
respuesta a la GH en algunos tejidos (172).

Causas genéticas. Existen diferentes sindromes que cursan con
el enanismo como sintoma. Algunos de los mas frecuentes son
el sindrome de Turner (monosomia en el cromosoma X) (173),
sindrome de Noonan (que puede deberse a mutaciones en
diferentes genes: KRAS, PTPN11, RAF1 y SOS1) (174) o el
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sindrome de Aarskog (cuya mutacion principal se da en el gen
FGD1) (175).

Afecciones o0seas. Las afecciones 0Oseas mas frecuentes
relacionadas con el enanismo son:

o Acondroplasia: La acondroplasia es una enfermedad
genética dominante en la que se produce una
mutacion en el receptor 3 del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFR-3) (176). Este gen estd implicado
en la remodelacion del hueso a partir de cartilago,
principalmente en los huesos largos. Individuos con
acondroplasia poseen una activacion excesiva de
FGFR-3 que produce alteraciones en la formacion del
hueso en las extremidades. (176)

o Displasia espondiloepifisaria: Se trata de una
enfermedad genética que cursa con displasia en el
hueso debido a mutaciones en el colageno tipo 2 de la
matriz extracelular, y que cursa con talla reducida y
un crecimiento anormal de la columna vertebral y los
huesos de la cadera y las extremidades (177).

Desordenes sistemicos, algunas enfermedades que pueden
provocar la condicién de enanismo son la mala nutricién,
artritis  juvenil, sindrome del intestino irritable (IBD),
enfermedad celiaca, enfermedades cronicas renales, cancer o
terapia con glucocorticoides (178-180).
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6.2. ENANISMO HIPOFISARIO
6.2.1 Enanismo por déficit del eje GH/IGF1 en humanos

Los casos de enanismo hipofisario son aquellos que estan
relacionados directamente con la hormona de crecimiento (GH).
Dentro de estos se pueden distinguir 4 clases (168, 169):

e Tipo |, deficiencia aislada de GH o enanismo primordial
(IGHD), este tipo de enanismo hipofisario es debido a
mutaciones en el gen GH1 que altera la produccion y
liberacion de la hormona de crecimiento, con niveles
reducidos o indetectables en el suero de los pacientes de
IGHD (181).

e Tipo Il o sindrome de Laron, en el que existen mutaciones
y deleciones en el gen que codifica para el receptor de la
hormona de crecimiento (GHR), lo que produce elevados
niveles de GH en sangre al mismo tiempo que baja
concentracion de IGF-1 en suero. Este enanismo esta
causado por la imposibilidad de producir IGF-1 en
respuesta a GH (182).

e Tipo I, panhipopituitarismo o deficiencia combinada de
hormonas hipofisarias. Es un tipo de enanismo hipofisario
heredable causado por alteraciones genéticas que afectan
al desarrollo y maduracion embrionaria de las células
endocrinas de la hipdfisis. Se produce enanismo derivado
de del déficit de GH asociado a déficits de una o varias del
resto de hormonas hipofisarias EI mayor porcentaje de
casos, >10%, es causado por mutaciones en el gen que
codifica para PROP1, un factor de transcripcion especifico
de las células madre hipofisarias durante el desarrollo
embrionario (183). Pero también son causantes en
menores porcentajes, algunas mutaciones en los genes
POU1F1/PIT1, LHX4, LHX3, y HESX. Mutaciones en
otros genes, entre otros SOX2, BRAF, o FOXA2, asocian
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panhipopituitarismo a otros sindromes como Displasia
septo-Optica (184, 185) o diabetes (186, 187).

e Tipo IV, se consideran aquellos defectos por mutaciones
puntuales o splicing alternativos del gen de GH, donde
hay inconsistencias entre las analiticas de medicion de
GH, y los datos clinicos de su accién. En algunos de estos
defectos, la GH mutada se detecta en suero, pero tiene
accion defectiva en el receptor, como en el Sindrome de
GH normal con baja IGF-1; en otros defectos, no se
detecta GH en inmunoensayos habituales, pero no hay
déficit real de IGF-1 ni talla baja, como en el sindrome de
Kowarski (188, 189).

6.2.2. Modelos animales de enanismo hipofisario

El estudio in vivo del enanismo hipofisario ha podido estudiarse
en gran medida gracias a la contribucion de diferentes modelos
animales. Los modelos iniciales consistian en mutaciones espontaneas
del gen en el raton entero, los denominados modelos globales, entre
los que destacan principalmente el raton enano de Ames (df/df) que
posee mutaciones en Propl (190), el raton enano de Snell (dw/dw)
(191) que posee mutaciones en el gen Pitl (192, 193), el ratdn lit/lit,
que presenta un defecto genético en el gen GHRHR, receptor de la
GHRH hipotaldmica (194).

Después de estos modelos espontaneos, se realizaron modelos
genéticos con inserciones o deleciones de fragmentos de exones, los
modelos targeted. Un ejemplo es el raton GHRKO, modelo de
enanismo de Laron, que reproduce el sindrome de Laron y tiene
mutado el gen del receptor de la hormona de crecimiento (GHR) (195,
196). Y precisamente a este grupo pertenece el ratén Gfra2-KO
estudiado en la presente tesis doctoral (65, 68)

Estos son los modelos maés utilizados en el estudio del enanismo
hipofisario, sin embargo, alteraciones en muchos otros genes
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relacionados con el desarrollo embrionario de la bolsa de Rathke, la
fisiologia de la hipdfisis, o la accion del eje GH/IGF-1 pueden estar
ligados a la condicion de enanismo (183). Entre ellos, como hemos
visto mas arriba, los modelos genéticos de alteracion de Sox2, Braf,
Lhx3, Lhx4, Foxa2 y muchos otros gemes ligados a
panhipopituitarismo asociado a otros defectos. Estos modelos
reproducen el fenotipo complejo encontrado en humanos, donde
ademés de defectos en la hipofisis, que afectan a las células
endocrinas somatotropas, se pueden encontrar malformaciones septo-
Opticas, craneofaciales, y defectos en otras glandulas como el
pancreas. Estos modelos genéticos permiten elegir la poblacion donde
se induce la expresion del gen mutado, mediante recombinacion de
elementos genéticos STOP, como loxP o Fl. Por ejemplo, se puede
inducir expresion en la poblacion de células madre iniciales de la
bolsa de Rathke, usando el promotor de SOX2 para que exprese la
Cre-recombinasa; o la poblacion mas madura ya progenitora, usando
el promotor de Hex1, o de Propl para expresar la Cre-recombinasa
(185, 197, 198).
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Las células madre de la hipdfisis son las encargadas de dar lugar a
los cinco tipos de células endocrinas diferenciadas que producen las
seis hormonas de la adenohipofisis. Existen dos poblaciones de células
madre en la hipdfisis, una primera poblacion corresponde con el nicho
de células madre, la ultima linea de células de la adenohipofisis y el
I6bulo intermedio que bordea la zona marginal. De este nicho nacen
prolongaciones con forma tubular de células hacia la adenohipofisis.
Y la segunda poblacion de células madre son los progenitores
comprometidos que se encuentran dispersos por la adenohipofisis. Las
células de ambas poblaciones presentan diferentes marcadores que las
definen. Las células madre del nicho expresan Gfra2, Propl, Sox2,
Sox9, KlIf4 y Oct4. Y por otro lado los progenitores comprometidos
expresan principalmente los marcadores Sox2/Sox9y YAP1L.

Existen dos modelos de raton KO para Gfra2, uno desarrollado en
la Universidad de Helsinki en el grupo de Airaksinen y otro en la
Universidad de Richmond, en el grupo de Millbrandt. El fenotipo de
ambos animales puede resumirse en los siguientes puntos:

e Crecimiento postnatal retardado

e Falta de inervacion colinérgica en el lagrimal y las glandulas
salivares

¢ Inervacion colinérgica deficiente en el plexo mientérico

e Baja actividad contractil en el intestino delgado

e Falta de inervacion en pancreas exocrino

e Mala absorcién de las grasas

e Aumento del consumo de agua y comida, asi como del gasto
metabolico

e Disminucién de la composicion de grasa corporal

Pero desde estos dos grupos no han estudiado la implicacion de la
hipoéfisis en el modelo Gfra2-KO. En base a que Gfro2 es una proteina
que en la hipofisis solo se expresa en el nicho de células madre, y que
los modelos de raton KO para Gfro2 presentan un tamafio reducido,
nuestra hipotesis es que Gfra2 posee un papel relevante en las células
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madre del nicho hipofisario y en las prolongaciones de células madre
que nacen el mismo regulando procesos clave de las células madre
como son el reclutamiento, la proliferacion y la diferenciacion. Las
alteraciones ocasionadas en este tipo de células podrian estar detras de
los problemas de crecimiento encontrados en el raton KO para Gfro2,
que debido a los problemas de reclutamiento y diferenciacion de las
celulas madre pueda tener una hipofisis con un ndmero de células
somatotropas disminuido y que la falta de hormona de crecimiento sea
una de las causas que llevan al tamafio reducido de los animales KO
para Gfra2.

Por todo ello, el objetivo general de esta tesis doctoral es
determinar el papel de Gfra2 y su involucracion en el fenotipo
generado en el raton Gfra2-KO.

Del objetivo general se derivan los siguientes objetivos
especificos:

1. Validar el modelo Gfra2-KO para su uso en el estudio de
la hipofisis

2. Estudiar el fenotipo presentado por el raton Gfra2-KO y
determinar si se trata de un modelo de enanismo
hipofisario.

3. Comprobar la implicaciéon de la via de RET y GFRa en la
hipofisis en ausencia de Gfro2.

4. Estudiar el comportamiento de las células del nicho
hipofisario y los progenitores de la adenohipofisis en
ausencia de Gfra2, tanto en animales adultos como en
desarrollo.
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5. Valorar la relevancia de Gfra2 como marcador de células
madre hipofisarias y explorar el posible uso de estas como
terapia para el enanismo.

6. Estandarizacion de nuevas técnicas de microscopia que

permitan ahondar en el estudio del nicho hipofisario y las
condiciones que le afectan, como el enanismo.
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1. EXPERIMENTACION ANIMAL

1.1. ASPECTOS ETICOS EN EXPERIMENTACION ANIMAL

Los procedimientos realizados con animales fueron llevados a
cabo bajo la supervision del Comité de bioética de la Universidad de
Santiago de Compostela (procedimientos de la Profesora Clara
Alvarez Villamarin: 15010/14/005 y 15012/2020/008), financiados
por los siguientes proyectos BFU2016-76973-R y PID2019-
110437RB-100 y siguiendo la normativa vigente:

o Directiva 2010/63/UE del Parlamento Europeo y del Consejo
de 22 de septiembre, relativa a la proteccion de los animales
utilizados para fines cientificos.

o Real decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen
las normas basicas aplicables para la proteccion de los
animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

o Real Decreto 1386/2018, de 19 de noviembre, por el que se
modifica el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que
se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion
de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

e Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se
establecen los requisitos de capacitacion que debe cumplir el
personal que maneje animales utilizados, criados o
suministrados con fines de experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

e Ley 6/2013, de 11 de junio, de modificacion de la Ley
32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales,
en su explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio.

e Orden de 15 de septiembre de 2006 por la que se crea el
Comité de Bioética de la Conselleria del Medio Rural.
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o Decreto 296/2008, de 30 de diciembre, de proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros fines
cientificos, incluida la docencia, y por el que se crea el
Registro de los centros de cria, de suministradores y usuarios y
la Comision Gallega de Bienestar de los Animales de
Experimentacion.

Durante el desarrollo de este trabajo se ha tenido en cuenta el
bienestar animal, intentando reducir el estrés, el dolor o el dafio
duradero en los animales. De acuerdo con el articulo 4 del Real
Decreto 53/2013, de 1 de febrero, se implementa el Principio de las
3Rs, es decir, reemplazo, reduccion y refinamiento de los
procedimientos. De esta manera se ha intentado reducir el nimero de
experimentos realizados con animales y evitar el uso innecesario de
animales dentro de los mismos, sin que afecte o comprometa el
resultado de los experimentos.

Para poder llevar a cabo los experimentos con animales se obtuvo
el titulo correspondiente: Curso de Experimentacion Animal Categoria
b, ¢ y d segin el Real Decreto Catalan 214/1997 del 30 de julio,
acreditado por el Departamento de Territorio y Sostenibilidad de la
Generalitat de Catalufia.

Todos los procedimientos con animales de experimentacion
realizados durante la presente tesis doctoral se llevaron a cabo en el
Centro de Biomedicina Experimental de Galicia (CEBEGA), con
numero de registro REGA ES150780292901.

1.2. ESTABULACION DE LOS ANIMALES

Todos los animales se estabularon en condiciones SPF (Specific
Pathogen Free) en racks con cubetas individualmente ventiladas
(IVC- GM500; Tecniplast) y viruta (SAFE® select fine) autoclavada.
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La sala de alojamiento se mantuvo con un ciclo de luz/oscuridad
de 12 horas (luz: 08:00- 20:00 h), a una temperatura de 22°C y un 55
% de humedad relativa.

Los ratones se alimentaron ad libitum con una dieta estandar
irradiada (2918 Teklad Irradiated Global 18% Protein Rodent Diet,
Inotiv) y agua autoclavada.

Ademas, se les proporciond enriquecimiento ambiental tipo
tineles de cartdn, nestlets, cocoon y sizzlenest (Datesand) para
satisfacer sus necesidades etoldgicas.

La estabulacion fue colectiva teniendo en cuenta las dimensiones
de la cubeta y el peso corporal de los animales para garantizarles un
espacio adecuado durante los procedimientos, siguiendo la legislacion
vigente (cuadro 1.1 de la seccion B del Anexo Il del RD 53/2013, de 1
de febrero).

1.3. MODELOS ANIMALES UTILIZADOS

La investigacion desarrollada en la presente tesis doctoral ha sido
posible gracias a la utilizacién de diferentes modelos de ratén
modificados genéticamente (OMG). Los cuales se encuentran
detallados a continuacion:

1.3.1. Modelo de ratén Knockout (KO) para Gfra2

Este modelo de animal fue cedido amablemente por Matti M.
Airaksinen de la Universidad de Helsinki, en Finlandia. Esta cepa de
raton modificado genéticamente se generé mediante la eliminacion de
la parte final del primer exén y la parte inicial del segundo exén,
dando lugar a un modelo en el que no se expresa la proteina
codificada en el gen Gfra2. Al tratarse de un modelo de raton
Knockout (KO) para Gfra2, todas las referencias a este modelo de
animal se haran de la siguiente forma: Gfra2-KO (65, 68). El fondo

67



ALBERTO PRADILLA DIESTE

genético de este animal es C57BI/6 x 129Sv/J, sin embargo, una vez
estabulado en el CiMUS, y posteriormente en CEBEGA, se cruzo
exclusivamente con animales de la cepa pura C57BI/6, generando un
modelo KO para Gfra2 con fondo genético C57BI/6.

Como Gfra2 es una proteina que en la hipofisis se expresa
exclusivamente en las células madre del nicho hipofisario, se plantea
la posibilidad de que esta proteina sea relevante en la funcién de las
células madre hipofisarias y en la fisiologia de este 6rgano. Este
modelo animal va a ser utilizado precisamente para estudiar la
implicacion de Gfra2 en la fisiologia hipofisaria.

En el modelo Gfra2-KO pueden encontrarse tres genotipos
diferentes:

e Alelo salvaje (wild type, WT) el cual no tiene ninguno de los
alelos mutados (Gfra2*'")

e Heterocigotos, que presentan un alelo salvaje y uno mutado
(Gfra2*")

e Knockout (KO), que presenta los dos alelos mutados (Gfra2™)

Para estudiar la implicacion de Gfra2 en la hipéfisis se comparan
los resultados obtenidos en animales Gfia2” (KO) respecto a animales
Gfro2'™* (WT). En la medida de lo posible se ha intentado que la
comparacion sea siempre entre animales hermanos de camada.

La estrategia de cruce seguida para la generacion de animales
tanto Gfra2” como Gfra2** ha consistido en el establecimiento de
trios (un macho y dos hembras) en los que todos los progenitores
poseen el genotipo heterocigoto (Gfra2*"), siendo posible encontrar
los tres genotipos en la descendencia. Para favorecer la generacion de
nuevas camadas y aprovechar el celo postparto, las hembras gestantes
no se separan del macho tras la copula. Los cruces se mantienen
durante un maximo de 6 meses o0 6 camadas por hembra progenitora,
de esta forma se evita seleccionar caracteres ajenos al propio fenotipo
producido por la mutacion en Gfro2.
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La elevada demanda de animales Gfra2”~ en algunos
experimentos hizo que fuera necesario plantear una estrategia de cruce
distinta. En estos casos los cruces se establecen tambien en forma de
trios en los que el progenitor macho tiene genotipo Gfra2” y las
progenitoras hembras poseen genotipo Gfra2*". Las hembras con
genotipo Gfra2” son estériles, por lo que no pueden ser utilizadas
para la generacion de nuevas camadas. En estos experimentos se
utilizan los animales con genotipo Gfra2*- como controles, ya que el
fenotipo presentado es el mismo que en animales Gfra2*'*.

1.3.2. B6;129S-Sox2tml(cre/ERT2)Hoch/ 3

En este modelo modificado genéticamente, uno de los dos alelos
del gen Sox2 se sustituye por un marco de lectura abierto para un gen
de fusion CreER™?, codificante para una enzima Cre-recombinasa. Se
trata de un modelo de Cre-recombinasa inducible, lo que significa que,
aunque las células del ratdn sinteticen la encima, esta va a permanecer
inactiva hasta la administracion del compuesto que induce su
actividad, en este caso el Tamoxifeno. La enzima Cre-recombinasa
reconoce las secuencias LoxP presentes en el genoma y en funcion de
la localizacién y orientacién de éstas, esta herramienta puede ser usada
para diferentes funciones como pueden ser la delecién o la insercion
de fragmentos de ADN en el modelo animal.

Sox2 se expresa junto a Gfra2 en las células del nicho hipofisario,
aunque en este caso, la expresién de Sox2 no es exclusiva de las
células del nicho ya que también se expresa en las células progenitoras
dispersas en la adenohipofisis. Seleccionamos este modelo debido a
que nos permite activar la Cre-recombinasa en las células madre del
nicho y en todas aquellas que han sido reclutadas desde el mismo y
que todavia no se han diferenciado a célula productora de hormonas.

La mutacion introducida en estos animales produce una alteracion
importante en el gen Sox2, y dada la relevancia que tiene la proteina
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Sox2 en el desarrollo, hace que los animales homocigotos para la
mutacién no sean viables y no lleguen siquiera a término. Debido a la
letalidad observada en ausencia de Sox2, la estrategia de cruce que se
sigue para esta linea transgénica consiste siempre en el cruce de un
progenitor heterocigoto con otro que presente el alelo salvaje (WT).
La dificultad que presenta este sistema de cruce es que en la
descendencia solo aparecen dos genotipos Sox2CERT2* y Sox2CreERT2-
- de los cuales solo los que presenten el genotipo Sox2C"ERT2+-
pueden ser utilizados en experimentos.

1.3.3. B6.129X1-Gt(ROSA)26SortmLEYFP)Cos/

Estos ratones R26-stop-EYFP poseen dos secuencias LoxP
flanqueando un coddn de STOP al que se le ha insertado el gen de la
proteina EYFP (Enhanced Yellow Fluorescence Protein) en el locus
Gt(ROSA)26Sor. Este gen es expresado en multitud de tejidos, entre
los que se encuentra la hipdfisis. Gt(ROSA)26Sor produce un ARN
largo no codificante (ARNINc) que se encuentra bajo el control de un
promotor constitutivo. De esta forma, cuando estos ratones se cruzan
con otras cepas que expresan la Cre-recombinasa, se elimina la
secuencia STOP y se comienza a expresar EYFP.

Las mutaciones introducidas en ente cruce no producen ningun
fenotipo, por lo que en la estrategia de cruce se pueden utilizar todos
los genotipos en ambos progenitores. En este caso se fijo el alelo
R26"F*"* en todos los cruces establecidos para generar animales que
van a utilizarse en experimentos, ya que de esta manera se asegura de
que siempre van a tener la secuencias LoxP y el gen codificante para
EYFP.
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1.3.4. Gfra2-KO; B6;129S-Sox2tmlereERT2)Hoch 3 B 129X 1-
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Figura 10. Estrategia seguida para obtener ratones que expresen EYFP.
Establecimiento de un cruce parental que permite obtener descendencia
Sox2CreERTZ+/- RGEYFP+/+ y  administracion de Tamoxifeno para activar la Cre-
recombinasa y activar la expresion de EYFP. Disefo realizado por Alberto Pradilla
Dieste utilizando el programa BioRender.

Este modelo animal es el resultado del cruce entre los tres
modelos animales previamente explicados. Tras la administracion de
la dosis correspondiente de Tamoxifeno, las células que expresan
Sox2 comienzan también a expresar EYFP, y quedan marcadas
permanentemente con esta proteina fluorescente. Al producirse este
corte mediado por la Cre-recombinasa, las células madre del nicho
hipofisario y las progenitoras comienzan a expresar EYFP de forma
constitutiva que no se pierde tras la division celular ni en las células
que sufren el proceso de diferenciacion a célula productora de
hormonas.
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Esta linea transgénica de animales fue generada durante la
realizacion de la presente tesis doctoral y la estrategia de cruce
seguida fue la siguiente:

1. Generacion de animales Sox2CTERT2H- R2GYFP**  Estos
animales se obtuvieron mediante el cruce de progenitores
SoszreERTZ-/-; R26YFP+/+ con SOX2CreERT2+/-; R26YFP-/-.
Obteniendo en las primeras generaciones filiales animales con
genotipo con Sox2C"ERT2*- R26YFP*- " que posteriormente
serfan cruzados con otros Sox2C™ERT2/-: R26YFP** permitiendo
de esta forma fijar el alelo homocigoto mutado R26Y™ al
tiempo que se obtienen ratones Sox2C"ERT2+-: ROGYFP+*,

2. Generacion de animales Gfia2*"; R26"7P*'*. Estos animales se
obtienen a través de cruces con progenitores Gfi-a2*"; R26Y-
y Gfra2**; R26YFP** En las primeras generaciones filiales se
obtienen animales doble heterocigotos Gfia2*"; R26Y™*". Que
posteriormente seran cruzados entre si para fijar el alelo
homocigoto mutado R26Y™ y obtener ratones Gfia2*;
R26YFP+/+_

3. Generacion de animales Gfia2'"; Sox2CreERT2H- R2GYFPH+
estos ratones se obtienen de cruces en los que un progenitor es
Sox2CreERT2H-- R2GYFP+* y el otro progenitor tiene el genotipo
Gfira2*"; R26YF**. De la descendencia de estos cruces se
seleccionan animales Gfia2""; Sox2CeERT2- R2GYFPH*+ y
Gfra2"; Sox2CERTZ! R2G6YFP+* que son los utilizados en
cruces para la obtencion de animales que van a ser utilizados
en experimentos.

Sin embargo, la generacion de animales triples mutantes Gfra2™;
Sox2CreERT2H- ROGYFP** conlleva una gran complejidad debido a las
propias dificultades de cruzamiento que presentan las cepas Gfra2-KO
y B6;129S-Sox2tm1(cre/ERT2)Hoch/J.
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1.4. GENOTIPADO DE RATONES MODIFICADOS
GENETICAMENTE

Como ya se ha explicado en cada uno de los modelos
genéticamente modificados que han sido utilizados, la descendencia
puede tener diferentes genotipos en funcién de la cepa. Para poder
incluir cada ratén en su grupo correspondiente, seleccionar aquellos
que expresan el sistema de Cre-LoxP o saber que animales son mas
favorables para ser utilizados en cruces, es fundamental conocer el
genotipo de cada animal. Segun el animal, puede ser necesario el
genotipado para una, dos o incluso las tres mutaciones que se les han
provocado.

Para el genotipado de los ratones se precisa una muestra de tejido
de la que se extrae el ADN. La muestra de tejido que se utiliza es el
fragmento de oreja que se obtiene tras realizar una muesca que
permite la identificacién de cada animal. Para aquellos animales que
deban ser genotipados en méas de una ocasién, tanto vivos como
sacrificados, se corta el fragmento final de la cola y es este el tejido
que se utiliza para obtener el ADN.

La extraccion del ADN se lleva a cabo utilizando el kit DNeasy
Blood & tissue (QIAGEN, 69504), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Posteriormente, se mide la concentracion de ADN en el
extracto mediante un nanodrop (ThermoFisher, NanoDrop ONE, ND-
ONE-W). Para el genotipado son necesarios 100ng de ADN de cada
muestra.

1.4.1. Genotipado de la cepa transgenica GFRa2-KO

La mezcla de reaccion para esta cepa fue la siguiente:

e 4 pL de tampdn 10X

e 0,4 puL de DNTPs 10 mM

e 0,4 pL Polimerasa Phire Hot Start Il (Thermofisher,
F122S)
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e 13,4 yL de agua destilada

e 0,4 pL cebador directo WT P1 10 uM

e 0,4 pL cebador directo KO P2 10 uM

e 0,8 pL cebador directo WT-KO P3 10 uM

Tabla 3. Cebadores utilizados en la PCR de genotipado de la cepa GFRa2-KO.

Nombre | Cebador Secuencia 5°-3’
P1 Directo WT CACATACACACAAAACTGTGGG
P2 Directo KO ATTCGCAGCGCATCGCCTTC
P3 Reverso WT-KO ATGTTGGAAGTCTCCTTCTCG

Para la PCR, la mezcla de reccion se coloca en tubos
independientes y se afiade 1 pL del ADN extraido de la oreja de los
ratones. Estos tubos se llevan a un termociclador (T100™ Thermal
Cycler, BIORAD, 1861096). La configuracion del programa de
amplificacion en el termociclador para genotipado de la cepa
GFRa2-KO esté recogida en la tabla 4.

Tabla 4. Configuracion del termociclador para genotipado de la linea

GFRa2-KO.
Etapa ‘ Temperatura (°C) ‘ Tiempo  NUmero de
ciclos

Desnaturalizacion inicial 98 30 seg 1
Desnaturalizacién 98 5 seg

Hibridacién 58 5 seg 35
Extension 72 15 seg
Extension final 72 1 min

Una vez finalizada la amplificacién del ADN, se realiza una
electroforesis en un gel de agarosa al 1,8% para separar los
constructos amplificados y determinar el genotipo de cada animal.
Para esta linea, el genotipo WT produce una banda de 326 pb, el KO
una banda de 500 pb y el heterocigoto, ambas bandas de 326 pb y 500
pb.
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1.4.2. Genotipado de la cepa B6;129S-Sox2tmi(cre/ERT2)Hoch j

Para el genotipado de la linea B6;129S-Sox2M(Cre/ERT2Hoch 3 ga tiliza
la siguiente mezcla de reaccién:

e 4L de tampdn 10X

e 0,4 pL de DNTPs 10 mM

e 0,4 pL Polimerasa Phire Hot Start Il (Thermofisher, F122S)
e 13,4 uL de agua destilada

e 0,4 pL cebador directo

e 0,4 pL cebador reverso

Tabla 5. Cebadores utilizados en la PCR de genotipado de la cepa B6;129S-
Sox2tm 1 (cre/ERT2)Hochy j

Cebador Secuencia 5°-3°
Directo GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC
Reverso GTGAAACAGCATTGCTGTCACTT

Para la PCR, la mezcla de reccion se coloca en tubos
independientes y se afiade 1 puL del ADN extraido de la oreja de los
ratones. Estos tubos se llevan a un termociclador (T100™ Thermal
Cycler, BIORAD, 1861096). La configuracion del programa de
amplificacion en el termociclador para genotipado de la cepa
B6;129S-Sox2tm1(cre/ERT2)Hoch/J esté recogida en la tabla 6.

Tabla 6. Configuracion del termociclador para genotipado de la linea
B6;129S-Sox2tm1(cre/ERT2)Hochy j_

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo

NUmero de
ciclos

Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacién 94 30 seg

Hibridacion 52 30 seg 40
Extension 72 1 min
Extension final 72 10 min

Una vez finalizada la amplificacion del ADN, se realiza una
electroforesis en un gel de agarosa al 3% para separar los constructos
amplificados y determinar el genotipo de cada animal. En este caso
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solo es posible detectar una banda de 100 pb en aquellos animales que
posean el constructo transgénico, es decir, los animales heterocigotos.
Los animales en los que su ADN no haya dado lugar a la
amplificacion tienen el genotipo WT, sin mutacion.

1.4.3. Genotipado de la cepa B6.129X1-
Gt(ROSA)26Sortmi(EYFP)Cos/ ]

En el genotipado de la cepa B6.129X1-
Gt(ROSA)26Sor™EYFPICos) 3 se ytiliza la siguiente mezcla de reaccion:

e 4L de tampon 10X

e 0,4 puL de DNTPs 10 mM

e 0,4 pL Polimerasa Phire Hot Start 1l (Thermofisher, F122S)
e 13,6 pL de agua destilada

e 0,4 pL cebador directo

e 0,4 pL cebador reverso

Tabla 7. Cebadores utilizados en la PCR de genotipado de la cepa B6.129X1-
Gt(ROSA)26Sort™!(EYFP)Cos/

Directo WT GGAGCGGGAGAAATGGATATG
Directo mutado AAGACCGCGAAGAGTTTGTC
Reverso comun AAAGTCGCTCTGAGTTGTTAT

Para la PCR, la mezcla de reccion se coloca en tubos
independientes y se afiade 1 pL del ADN extraido de la oreja de los
ratones. Estos tubos se llevan a un termociclador (T100™ Thermal
Cycler, BIORAD, 1861096). La configuracion del programa de
amplificacion en el termociclador para genotipado de la cepa
B6;129S-Sox2tm1(cre/ERT2)Hoch/J esté recogida en la tabla 8.
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Tabla 8. Configuracién del termociclador para genotipado de la linea
B6.129X1-Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos/J.

Etapa Temperatura (°C) | Tiempo NuUmero de
ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 30 seg 1
Desnaturalizacion 98 5 seg
Hibridacion 58 5 seg 35
Extension 72 15 seg
Extensién final 72 1 min

Tras la amplificacion del ADN, se realiza una electroforesis en un
gel de agarosa al 1,8% para separar los constructos amplificados y
determinar el genotipo de cada animal. En los animales que no posean
la mutacion es posible detectar una banda de 600 pb, en el animal que
presenta los dos alelos mutados aparece una banda de 320 pb, Y
finalmente en los animales que solo presentan un alelo mutado se
detecta la doble banda de 320 pb y 60 Opb.

1.5. ADMINISTRACION DE TAMOXIFENO

El Tamoxifeno (Sigma, T5648) se disuelve en aceite de girasol
(Sigma, S5007) a una concentracion final de 20 mg/ml. La pauta y via
de administracion depende de la edad del animal al que se le va a
inyectar el tamoxifeno. En ratones adultos (de entre 90 y 100 dias) la
administracion se hace por via intraperitoneal y la pauta recomendada
son 5 dias consecutivos a una dosis de 0,075 mg/g de peso, lo que
equivale a 100 microlitros por dosis y un volumen final de 0,5
mililitros. Una acumulacion de 0,5 mililitros de aceite en el peritoneo
de los animales no resulta dafiina. Para la administracion del
Tamoxifeno disuelto en aceite de girasol es conveniente liberar
lentamente el contenido de la jeringuilla en el peritoneo de los ratones,
ya que el aceite es muy denso y una liberacion rapida puede producir
que la aguja se suelte, dafiando los oOrganos internos. Ademas, es
recomendable esperar unos segundos antes de retirar la aguja y de esta
forma evitar que haya reflujo y no se pueda ajustar bien la dosis.
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En animales de entre 10 y 15 dias se utiliza también una solucion
de Tamoxifeno disuelto en aceite de girasol a una concentracion final
de 20 mg/ml. La administracion es también por via intraperitoneal,
pero en este caso solo son dos dosis en dias consecutivos con un
volumen de 50 microlitros por dosis.

En animales neonatos (0 hasta dia postnatal 4, P4), la inyeccion se
hace por via subcutanea en la regién interescapular. En este caso la
solucion de Tamoxifeno se prepara a una concentracion de 2 mg/ml y
se administran dos dosis de 50 microlitros cada una en dias no
consecutivos. Dosis mayores resultan en efectos negativos,
principalmente en el higado, y produce la muerte de estos animales.

1.6. ADMINISTRACION DE 5-ETINIL-2-DEOXIURIDINA
(EdV)

La 5-etinil-2"-deoxiuridina (EdU) es un compuesto similar a la 5-
Bromo-2"-deoxiuridina (BrdU), y ambos son analogos de la timidina.
Las células que entran en fase S del ciclo celular captan estos
compuestos y los utilizan para sintetizar las nuevas hebras de ADN,
quedando intercalados entre el resto de los nucleétidos. De esta forma
es posible estudiar la proliferacion celular en animales o en cultivos
celulares. A diferencia de la BrdU, que se detecta mediante el uso de
anticuerpos, la deteccion de la EdU es mas sencilla ya que se realiza
mediante reacciones de oxidacion y reduccion que se conocen como
quimica Click.

La EdU (Sigma, 900584) se disuelve en agua destilada a una
concentracion de 10 mM. En ratones adultos la administracion de EdU
se hace 24 horas antes del sacrificio inyectando 200 microlitros por
via intraperitoneal. En ratones de 10 dias se realiza también una Unica
inyeccion de 50 microlitros 24 horas antes del sacrificio. En cultivos
celulares, la EdU se afiade al medio de cultivo a una concentracion de
10 uM 24 horas antes del final del experimento.
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1.7. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS FISICAS

Una vez los ratones alcanzan la edad necesaria para ser destetados
(P21-P28), se les realiza un seguimiento semanal de peso y longitud
del cuerpo (desde la nariz hasta la base de la cola) hasta la edad adulta,
90-100 dias. La medicion de los ratones se realiza bajo anestesia. Para
ello se les mantiene en una camara de induccion a una concentracion
constante de isoflurano (Isoflutek 1000 mg/g, Karizoo) durante 5
minutos. Posteriormente los ratones se sujetan verticalmente de los
incisivos superiores sobre papel milimetrado para medir la longitud
del cuerpo. Inmediatamente después, se pesan en una balanza de
precision (Fisher Scientific, PSS602) y se devuelven a la cubeta para
que puedan recuperarse del efecto de la anestesia.

Para el objetivo de estudiar el fenotipo de enanismo que parece
estar asociado a la ausencia de Gfrea2, se midieron algunas
caracteristicas fisicas de los ratones una vez estos alcanzan la edad
adulta. De esta forma se pretende estudiar el tipo de enanismo que
presentan estos animales, si se trata de un enanismo proporcionado en
el que los rasgos fisicos tienen un tamafio reducido, pero en una
tendencia similar a la del cuerpo, o si por el contrario se trata de un
fenotipo de enanismo desproporcionado, en el que el cuerpo tiene un
tamaiio normal pero los miembros de tamafio reducido, como ocurre
en la acondroplasia. Algunos de los rasgos que pueden estar
relacionados con el enanismo son el peso corporal, el tamafio de las
extremidades o diferencias en el tamafio craneofacial. Para ello, una
vez el animal llega a la edad adulta se sacrifica y se le realizan las
siguientes medidas:

e Peso corporal

e Longitud del cuerpo y de la cola, como se ha explicado
anteriormente para realizar el seguimiento de los animales

e Longitud de la tibia. Para realizar esta medicion se apoya la
planta del pie sobre una superficie, permitiendo que la

79



ALBERTO PRADILLA DIESTE

articulacién de la rodilla se doble en un &ngulo de 90 grados.
Se utiliza un calibre.

e Longitud de pies y manos. Se apoyan sobre una superficie
plana y se miden con un calibre.

e Longitud de la oreja. Se utiliza un calibre para medir la
distancia desde la apertura del canal auditivo hasta el punto
mas distal de la circunferencia de la oreja.

e Longitud de la cabeza. Se utiliza un calibre para medir la
distancia entre la nariz y la base del craneo.

e Anchura de la cabeza. Se utiliza un calibre para medir la
distancia entre las dos orejas.

e Longitud de la mandibula inferior. Se utiliza un calibre para
medir desde la base de los incisivos inferiores hasta la parte
posterior del craneo.

e Longitud de los incisivos inferiores y superiores. Se utiliza
también un calibre.

1.8. OBTENCION Y PREPARACION DE MUESTRAS
1.8.1. Obtencion de suero

Una vez los ratones han completado el seguimiento hasta la edad
adulta, se les realizan extracciones de sangre durante 3 semanas
consecutivas para medir la concentracion de diferentes hormonas en
suero. Las muestras de sangre se obtienen un dia a la semana, entre las
16 y las 17 horas para interferir lo menos posible con los ciclos de los
animales. La extraccion de sangre se realiza en el plexo
submandibular:

e Se realiza una ligera puncion (aguja de 25G x 5/8”) en la
mejilla del animal en el punto en el que convergen dos lineas
imaginarias dos lineas imaginarias, una desde el canto del ojo
hasta el inicio del hombro y otra desde la boca hasta la base de
la oreja. Si el animal esta correctamente inmovilizado, y la piel
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de la cara esta estirada, es posible reconocer al tacto donde se
encuentra la vena temporal superficial, ya que al ejercer una
leve presion con la punta de la aguja la resistencia de la vena
es menor que la de la musculatura de la mejilla del raton.

e Una vez la sangre comienza a fluir fuera de la vena, se recoge
en tubos especificos para la obtencién de suero (Sarstedt,
Microvette®200, 20.1291). EI volumen maximo que puede
extraerse son 100 microlitros por cada 10 gramos de peso.
Como se realizan extracciones en semanas consecutivas, es
recomendable que el volumen obtenido en cada extraccion sea
menor al maximo para favorecer la recuperacion de los
ratones.

e Se cierran los tubos y se invierten dos veces para mezclar bien
la sangre recogida.

e Los tubos con la sangre se incuban a temperatura ambiente
durante 30 minutos para favorecer la coagulacion.

e Se centrifugan los tubos a 13.000 r.p.m. durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Después se recoge el sobrenadante y se
guarda a -20°C hasta que vaya a ser analizado.

Esta via de extraccion de sangre permite obtener muestras de
suero limpias y de gran calidad. Sin embargo, en algunas ocasiones es
posible que alguna de las muestras esté hemolizada o tenga restos de
células sanguineas. Como se realizan varias extracciones de sangre de
cada ratén, los sueros hemolizados se descartan para evitar posibles
interferencias en las mediciones que se van a realizar.

1.8.2. Obtencidn de tejido fresco

Para el estudio de la expresion de proteinas y acidos nucleicos son
necesarias muestras de hipofisis frescas de ratones adultos de entre 90
y 120 dias.

Para la obtencion de tejido fresco, los animales son sacrificados
mediante inhalacién de diéxido de carbono. Una vez confirmada la
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ausencia de reflejo podal, se secciona el cuello lo mas cerca posible de
los hombros para evitar dafar la silla turca. Posteriormente se utiliza
una tijera para cortar por los dos laterales de la cabeza y poder abrir el
créneo del raton. Para evitar romper los huesos del craneo, se utiliza el
foramen magnum como guia para el filo de la tijera y se corta por las
suturas de las crestas frontoparietales. Cuando el cerebro queda libre,
se retira cuidadosamente. Primero se seccionan los nervios opticos y
posteriormente se utilizan unas pinzas de punta curva para retirar el
cerebro hacia la parte posterior del craneo, dejando visible la hipd6fisis
sobre la silla turca.

Como la neurohipofisis estd formada principalmente por
terminaciones nerviosas, se retira para enriquecer la muestra en las
células de interes, que son las presentes en la adenohipdfisis y el nicho
de células madre. La neurohipdfisis es una estructura redondeada que
se encuentra en la parte central del 6rgano y es facilmente distinguible
del resto de la hipofisis ya que posee un tono grisdceo mas oscuro.

Finalmente, para retirar la adenohipofisis se utilizan unas pinzas
finas para romper las meninges que recubren la hipéfisis y de esta
manera poder recogerla sin que se fragmente. Las hipdfisis extraidas
se guardan en tubos eppendorf de 2 mililitros y se mantienen en hielo
seco hasta que vayan a extraerse. En caso de no realizar la extraccion
de proteinas o0 ARN en el momento en el que se extrae el tejido, este
se guarda a -80°C hasta que vaya a ser utilizado.

1.8.3. Perfusion intracardiaca y obtencion de tejido fijado

Las técnicas de microscopia requieren de tejido fijado que va a ser
teflido y posteriormente observado al microscopio. Como gran parte
de las técnicas de microscopia que se han realizado incluyen la
observacion de las muestras en microscopio de fluorescencia, es
importante eliminar toda la sangre posible. Esto es debido a que la
sangre del raton contiene inmunoglobulinas, que posteriormente
pueden ser reconocidas por los anticuerpos secundarios,
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secuestrandolos y provocando tinciones inespecificas y falsos
positivos. Ademas, los gloébulos rojos presentan una elevada
autofluorescencia en multiples longitudes de onda.

Debido a que la fijacion por perfusion es un procedimiento
agresivo, ha de realizarse bajo anestesia profunda sin recuperacion.
Para ello se administra por via intraperitoneal una mezcla de ketamina
y xilacina. La composicion de la solucién anestésica se encuentra
detallada en la tabla 9. La dosis en raton es de 100 microlitros por
cada 10 gramos de peso.

Tabla 9. Composicion de la mezcla anestésica inyectable para ratén.

Componentes Volumen Concentracion Referencia
inicial

Suero fisioldgico 6 mL 0,9% NaCl Vitulia
Ketamina 1mL 100 mg/ml Richterpharma

Hidrocloruro de 0,250 mL 20 mg/ml Bayer
Xilacina

Una vez el raton esta anestesiado, se verifica la ausencia de
reflejo podal, lo que confirma que el animal estd en un plano
anestésico profundo y ya puede realizarse el procedimiento que se
Ilevara a cabo en la cabina de extraccién de gases.

Para la perfusion, animal se coloca en posicion decubito supino
sobre una superficie plana, estirando y sujetando las extremidades
anteriores con la ayuda de cinta adhesiva. Es importante que el cuerpo
del animal se mantenga inmovil pero que la piel y la musculatura del
torso no queden completamente estiradas. Una vez el raton queda
fijado, se abre la caja toracica para dejar al descubierto el corazén. Es
conveniente que siga latiendo cuando se va a comenzar la perfusion
para favorecer el bombeo del suero. Para iniciar la perfusion, se
introduce una canula (conectada a una bomba peristaltica (New Era
Pump Systems, Inc. Modelo: NE- 9000B)) en el ventriculo izquierdo
(por el apex) y se realiza una incisién profunda en la auricula derecha,
de esta forma se abre el circuito para permitir la salida de la sangre y
del liquido de perfusidn. Un raton adulto se perfunde con 70 mililitros
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de suero glucosado al 5% a una velocidad constante de 0,35
mL/segundo. Una vez se ha administrado todo el volumen de suero, se
pasan 70 mililitros de formalina tamponada al 10% para fijar los
tejidos. Para ratones P10 se utilizan 30 mililitros de suero, seguidos de
30 mililitros de formalina tamponada, a una velocidad constante de
0,15 mL/segundo.

Para completar la fijacion, la cabeza del ratén (a la cual se le ha
extraido el cerebro como se explica en el apartado 1.8.2) se guarda en
un tubo con formalina tamponada al 10% durante toda la noche, pero
sin sobrepasar las 16 horas. Ya que el tejido sufre exceso de fijacion y
se pueden producir alteraciones en la integridad de este. Para evitar
esta sobrefijacion, el tejido se pasa a un tubo con PBS y se mantiene a
4°C hasta que vaya a ser utilizado.

1.9. EXPERIMENTO DE RESCATE DEL FENOTIPO DE
ENANISMO

El objetivo de este experimento consiste en revertir el fenotipo de
enanismo causado en animales de la cepa Gfroa2-KO mediante una
inyeccion de células de ratones Gfia2*"* directamente en la hip6fisis
de ratones neonatos con genotipo Gfia2”" y estudiar si estas células de
ratones Gfia2** eran capaces de proliferar y diferenciarse hasta
recuperar el tamafo de los ratones knockout.

1.9.1. Generacion de animales donantes y receptores de células
Gfira2**

Para este experimento se van a utiliza ratones donantes de
aproximadamente 15 dias. Estos ratones se encuentran en etapas
iniciales de la pubertad, en la que se dispara el crecimiento y las
células tienen una proliferacién activa. Ademas, la exposicion de estas
células a las hormonas sexuales es minima. Como ratones receptores
se utilizan neonatos, los cuales tienen el canal auditivo abierto y es
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posible llegar a la hipdfisis a través de este.

Se planted que los animales donantes fuesen Gfra2™* (WT) y que
ademas expresasen EYFP, para poder hacer el seguimiento de las
células que se implantasen en la hipofisis de los ratones receptores.
Para asegurar que las células expresan EYFP es necesario que los
ratones donantes tengan el genotipo Sox2C"ERT2-: R26YFP+* por lo
que todos ellos van a tener el mismo genotipo: Gfia2*'*; Sox2CTeERT2+/-
R26YFP+/+,

Por otro lado, es importante que los animales receptores tuvieran
el genotipo mutado para Gfia2, es decir, Gfra2” (KO) y que por lo
tanto presentasen el fenotipo enano. Sin embargo, es fundamental que
estos ratones no expresen EYFP, y por lo tanto que no tengan ninguna
de las otras dos mutaciones. Su genotipo tiene que ser: Gfia2™;
SOX2CreERT2-/; RZGYFP-/-.

Para maximizar el nimero de animales de los genotipos deseados,
se plantearon los cruces detallados en la tabla 10.

Tabla 10. Genotipos de los progenitores implicados en los cruces para la
obtencion de camadas donantes con genotipo Gfra2+*/*; Sox2¢reERT2+/-s R26YFP+/+
y camadas receptoras con genotipo Gfra2”/-; Sox2¢eERT2-/-- R26YFP-/-,
Cruces donantes

Macho Gfr(},2+l+ SOX2CrEERT2+/- R26YFP+/+
Hembra 1 Gfra2+/+ SOXzCI’EERTZ—/- R26y|:p+/+
Hembra 2 Gfra2+/+ SOXzCI’EERTZ—/- R26y|:p+/+

Cruces receptores

Macho Gfra2" SOxQCreERT2-/- R26YFP--
Hembra 1 Gfra2*" Sox2CTeERT2- R26VFPT-
Hembra 2 Gf‘[‘(},2+/— Sox2CI‘EERT2—/- R26Y|:p_/_

Para poder disponer del mayor numero posible de animales
donantes y receptores, es necesario establecer los cruces en dias
concretos. Teniendo en cuenta que el periodo de gestacion medio de
los ratones de laboratorio es de 21 dias, se toma como dia 0 el
momento en el que las células son inyectadas en los animales
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receptores, los cruces donantes se establecen 36 dias antes de empezar
el experimento (dia -36) y los cruces receptores se establecen 24 dias
antes de empezar el experimento (dia -24).

1.9.2. Obtencién de células Gfra2**; Sox2CreERT2+-- R2GYFP+/+

Una vez que las camadas generadas por los cruces donantes
llegan a los 10 dias, se administra Tamoxifeno a todas las crias (2
dosis en dias consecutivos, 50 microlitros de solucion de Tamoxifeno
disuelto en aceite de girasol a una concentracion de 20 mg/ml). Y se
procede al marcaje en las orejas para el genotipado y la identificacion
de aquellos animales que posean el genotipo Gfra2*'*; Sox2CreERT2+-,
R26YF"** Los ratones que tengan el genotipo Sox2C"ERT2 ge
descartan, ya que, aunque sus células si expresan Gfra2, no expresan
la Cre-recombinasa y por lo tanto tampoco van a poder expresar
EYFP y va a ser imposible saber si se han implantado o si se han
dividido y diferenciado.

A dia 0, se sacrifican por decapitacion todas las crias con
genotipo Gfra2*"*; Sox2CERT2+-- R26YFP** y se extrae la hipofisis (ya
explicado en el apartado 1.8.2), pero en lugar de guardarse en hielo
seco, estas se llevan a un tubo de polipropileno (Corning, 430052) con
5 mL (volumen para hipdfisis de 11 animales) de medio de cultivo
DMEM/F12 (Sigma, D6421) suplementado al 20% con suero de
caballo (Invitrogen, 16050-122).

Una vez han sido recolectadas las hipéfisis de todos los animales
validos como donantes, se centrifuga el tubo durante 5 minutos a 300
g. El siguiente paso es incubar las células en una mezcla de enzimas
para dispersar el tejido a célula Unica. Los componentes de esta
mezcla de enzimas estdn recogidos en la tabla 11. Después de
centrifugar se elimina el medio con suero por aspiracion y se afiaden
al tubo 5 mL de la mezcla de enzimas previamente precalentada a
37°C. Para asegurar una buena dispersién, se incuba el tejido con las
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enzimas 25 minutos a 37°C, y durante este tiempo se realiza una
dispersiébn mecénica cada 5 minutos con la micropipeta de 1mL,
cargando la punta con 800 pL de medio y soltdndolo con fuerza sobre
la superficie del liquido.

Tabla 11. Mezcla de enzimas utilizada en la dispersion del tejido a célula
Unica.

Compuesto Referencia
0,01% Deoxyribonucleasa | Sigma, DN-25
0,4% Colagenasa IA Sigma C3891
DMEM/F12 Sigma, D6421

Cuando el tiempo de dispersion finaliza, las células se centrifugan
durante 5 minutos a 300 g, se decanta el sobrenadante y se afiaden 5
mL de DMEM/F12 suplementado con suero de caballo para lavar los
restos de enzimas que puedan quedar. Posteriormente se vuelve a
centrifugar 5 minutos a 300 g y se elimina el sobrenadante.

El siguiente paso consiste en la seleccion mediante anticuerpos de
unicamente las células Gfra2+ (5). Para ello se afiaden 120 pL de
medio DMEMY/F12 con suero a las células y se dispersan bien para
qgue no vayan al fondo ni formen agrupaciones. Posteriormente se
afiaden 5 pL de anticuerpo antiGfra2 (Invitrogen, PA5-19874,
anticuerpo policlonal de conejo) y se incuban durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Se utiliza un anticuerpo que reconozca
especificamente Gfra2 porque es una proteina de membrana que en la
hipdfisis solo se encuentra en el nicho de células madre, las cuales
también expresan Sox2, por lo que indirectamente se estan
seleccionando las células EYFP+ sin necesidad de someterlas a un
proceso de citometria de flujo, que puede ser mucho mas agresivo
para estas células.

Tras la incubacion con el anticuerpo primario anti-Gfro2, se
afiade 1mL de tampon MACS (0,5% BSA; 2 MM EDTA pH8 en PBS)
frio y se centrifugan las células para lavar el anticuerpo.
Posteriormente se elimina el sobrenadante y se afladen 100 pL de
Buffer MACS frio, se resuspenden las células y se afiaden ahora 25
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ML de anticuerpo secundario MACS conjugado con particulas
metalicas (Milteny, 130-048-602). Este anticuerpo secundario esta
disefiado para reconocer inmunoglobulinas de conejo, y, por lo tanto,
las células Gfra2+ van a quedar también marcadas con estas particulas
metalicas. La incubacion con el anticuerpo secundario se realiza en
hielo a 4°C, durante 15 minutos. Una vez acabada la incubacion las
celulas se lavan con 1 mL de tampon MACS y se centrifuga de nuevo
5 minutos a 300 g. En este caso las células se resuspenden en 500 pL
de tampdn MACS y se pasan por una columna de separacion (Milteny,
130-042-201) colocada en un iman (Miltenyi, 130-042-102; 130-042-
303). De esta forma, las células Gfra2+ van a quedar retenidas en la
columna de separacion, mientras que la fraccion Gfra2- va a ser
eluida. Para maximizar la recoleccion de células Gfra2+, la fraccion
eluida vuelve a pasarse por la columna. Una vez todo el volumen
afiadido a la columna es eluido, se afiaden 1,5 mL de DMEM/F12
(Sigma, D6421) y se separa la columna del iman. Las células Gfra2+
de la columna se sacan de la columna haciendo presion con un
émbolo, y se llevan a un tubo con 10mL de medio de células madre.

1.9.3. Inyeccion de las células Gfra2+ en ratones Gfra2-/-
neonatos

La dispersion celular Gfra2+ positiva obtenida anteriormente se
centrifuga 5 minutos a 300 g, y, tras eliminar el sobrenadante, se
vuelve a suspender en un volumen final de 80 pL de DMEM/F12
(Sigma, D6421). A este volumen se le afiaden 20 pL de matrigel
(Sigma, E1270) para que una vez inyectadas las células en la hipofisis
de los animales receptores, éste solidifique y las células inyectadas
queden retenidas. Para favorecer la supervivencia de las células
inyectadas y de las propias células del animal receptor, se afade
GDNF (Calbiochem, PF039) a una concentracion final de 25 ng/mL,
ghrelina (Sigma, G8903) a una concentracion final de 108 M y GHRH
(Sigma, G6771) a una concentracion final de 107 M. Una vez la
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dispersion enriquecida en células Gfra2+ esta preparada, se mantiene
a 4°C hasta que vaya a inyectarse en los ratones neonatos.

Antes de manipular ningin animal, es necesario tocar la viruta de
la cubeta en la que estan estabulados los ratones neonatos, de esta
forma el olor queda impregnado en los guantes y se reduce la
posibilidad de que las madres rechacen a las crias al devolverlas a la
cubeta. Posteriormente las crias ya pueden separarse de la madre y se
anestesian en hielo durante 5 minutos. Para evitar quemaduras y dafio
en la piel por el contacto directo y prolongado con el hielo, se cubre
con papel de aluminio y se colocan encima las crias.

Los animales neonatos se posicionan en posicion decubito lateral
sobre el flanco izquierdo y las células se inyectan directamente en la
hipofisis a través del canal auditivo derecho (199). Para ello se utiliza
una jeringa Hamilton de 10 pL con aguja terminada en pico de loro
(Hamilton, 701N 1011869). La inyeccion se realiza con la aguja a
90°C en posicién completamente vertical y se introduce 4 mm a través
del canal auditivo derecho. El volumen de dispersién celular inyectado
en cada animal receptor es de 4 L, y esta inyeccion ha de hacerse de
forma lo mas rapida y cuidadosa posible para evitar dafar al raton al
mismo tiempo que se evita que el matrigel se caliente en la aguja y
solidifique antes de ser depositado en la hipdfisis de la cria. Para
comprobar que el efecto de la inyeccion en la hipéfisis no produce
ninguna alteracién en el desarrollo de las crias, y de esta forma
asegurar que el efecto es debido a las células Gfra2+, se inyecta
también una camada de neonatos con el medio que contiene matrigel,
GDNF, ghrelinay GHRH.

Una vez las crias han sido inyectadas con las células, se colocan
sobre una manta térmica para que recuperen la temperatura corporal.
Y posteriormente ya pueden ser devueltas a la cubeta con su
progenitora, con la que se mantienen hasta el dia 25, en el que
aseguramos que el periodo de lactancia esta terminado y las crias
pueden ser destetadas.

89



ALBERTO PRADILLA DIESTE

A partir del destete se monitoriza el peso y la longitud de estos
animales hasta la edad adulta. Momento en el que se toman todas las
medidas del fenotipo explicadas en la seccion 1.7 y posteriormente se
perfunden para confirmar que estds células Gfra2+/EYFP+ han
quedado retenidas en la hipdfisis de los ratones y valorar su posible
contribucion al rescate del fenotipo de enanismo.

2. CULTIVOS CELULARES
2.1. CULTIVO DE COLONIAS DE CELULAS MADRE

Los cultivos primarios se establecieron a partir de una hipofisis
individual de un ratén con genotipo WT o KO.

Los animales se anestesian con una mezcla de ketamina-xilacina
(tabla 7) y cuando se les ha inducido el estado de anestesia profunda
se decapitan con unas tijeras y rapidamente se extrae la adenohipofisis
como se indica en la seccién 1.8.2. La adenohip6fisis obtenida de cada
animal se lleva a un tubo eppendorf de 2 mL que contiene 200 pL de
mezcla de enzimas (Tabla 12) previamente precalentada a 37°C.

Tabla 12. Composicion de la mezcla de enzimas utilizada en la dispersion

para el cultivo de colonias.
Compuesto Referencia

0,01% Deoxyribonucleasa | Sigma, DN-25
0,4% Colagenasa Il Gibco, 17101-015
Tripsina 1X Sigma, 594227C

2,5 ng/mL Anfotericina B Sigma, P9528

DMEM/F12 Sigma, D6421

Para la dispersion a célula unica, el tejido se mantiene en la mezcla
de enzimas por 4 horas, a 37°C. Durante este tiempo se realizan
dispersiones mecanicas para favorecer la accion de las enzimas:
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e En las dos primeras horas, se utiliza una pipeta P1000 para
aspirar parte del volumen y expulsarlo sobre el fondo del tubo.
Se repite 10 veces cada 15 minutos.

e En las dos horas finales se utiliza una pipeta P200 para aspirar
parte del volumen y expulsarlo sobre el fondo del tubo. Se
repite 10 veces cada 15 minutos.

Pasadas las 4 horas de incubacién con las enzimas, se afiade a
cada dispersion celular 1 mL de medio de cultivo de colonias con
suero (Tabla 13), para parar el efecto de la tripsina. Y se centrifuga
durante 5 minutos a 300g.

Tabla 13. Composiciéon del medio de cultivo de colonias.

Compuesto Referencia Concentracion final
DMEM/F12 Sigma, D6421
Suero fetal bovino Corning, 35-079-CV 5%
Penicilina/Streptomicina Sigma, P4333 100 IU/mL
Anfotericina B Sigma, P9528 2,5 ng/mL
bFGF Gibco, 13256029 20 ng/ml
Toxina del colera Sigma, C8062 1 pg/mi

Posteriormente, se afiade a cada tubo 1mL de medio de cultivo de
colonias (Tabla 13) y se agita para que las células queden en
suspension. De este volumen se retiran 10 pL para contar el niUmero
de células en una placa de Neubauer.

Finalmente, las células se siembran en una placa multipocillo a la
que previamente se le ha afadido la cantidad correspondiente de
medio de cultivo de colonias (1 mL para placa de 6 pocillos y 300 pL
para placa de 48 pocillos). A las placas de 6 pocillos se les afiade el
volumen de dispersion celular necesario que contenga 8000 células.
Para las placas de 48 pocillos, se siembran 2000 células por pocillo
(200).

Una vez se han establecido los cultivos, éstos se mantienen en el
incubador en unas condiciones de 37°C y un 5% de CO> durante una
semana. En el segundo dia tras la siembra, se afiade medio de cultivo
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fresco a todos los pocillos (500 pL a cada pocillo de las placas de 6, y
200 pL a cada uno de los pocillos de las placas de 48). El cuarto y el
sexto dia después del establecimiento del cultivo se retira el medio
completamente y se afiade de colonias fresco (1,5 mL para los pocillos
de las placas de 6 y 500 pL para las placas de 48 pocillos).

2.2. PREPARACION DE LOS CULTIVOS

2.2.1. Preparacion de los cultivos para el contaje del nimero de
colonias

Para la observacion de las células se realiza una tincion con

hematoxilina y eosina.
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Se lava 2 veces con PBS para eliminar todos los
remanentes de medio de cultivo que pudieran interferir
con el marcaje con anticuerpos.

Se incuban los pocillos 10 minutos con formalina neutra
tamponada al 10%.

Se lava 3 veces con PBS.

Se lavan las células con agua destilada 3 veces durante 5
minutos cada vez.

Se incuban las células con hematoxilina (Bio-Optica,
05-06002) durante 10 minutos.

Los pocillos se lavan de nuevo con agua destilada hasta
que cambie de color (viraje).

Se incuba con eosina (Bio-Optica, 05-11007) durante 5
minutos.

Se vuelven a lavar los pocillos con agua destilada hasta
viraje.
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2.2.2. Adicion de EdU al medio de cultivo

La EdU (Sigma, 900584) se disuelve en agua destilada a una
concentracion de 10 mM. El compuesto se afiade a los cultivos a una
concentracion final de 10 puM 24 horas antes del final del experimento
(dia 6 de cultivo).

3. ESTUDIO DE PROTEINAS
3.1. WESTERN BLOT
3.1.1. Extraccidn de proteina de tejido de raton

La extraccion de proteina se realiza partir de las hipdfisis
extraidas como se indica en la seccion 1.8.2. Para evitar que se
degrade el tejido, los tubos se mantienen a 4 grados durante todo el
proceso de extraccion.

e Se afiaden 300 pL de tampo6n de lisado (Tabla 14) completo a
cada tubo.

e A cada tubo se le coloca una esfera de acero que previamente
ha sido esterilizada por calor.

e Se realiza la disgregacion y homogenizacién mediante accién
mecénica en un TissueLyser Il (Qiagen, 85300) a 30 r.p.m.
durante 3 minutos.

e Las muestras ya homogenizadas se mantienen en hielo a 4°C
durante 20 minutos para que el tampon de lisado haga efecto.

e Se centrifugan los tubos a 15000 r.p.m. durante 30 minutos a
4°C.

e Finalmente, se retiran las esferas de acero y se recoge el
sobrenadante, que se guarda a -20°C hasta el momento de ser
utilizado.
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e Se separan 10 pL de extracto para la cuantificacion de la
concentracion de proteina.

Tabla 14. Componentes utilizados en la preparacion del tampén para
extraccion de proteina a partir de muestras de tejido.

' Reactivos | Concentracion | Referencias
Tris-HCIpH 7.5 50 mM Sigma, H3375
EGTApHS8 0,2M Sigma, E3889
Tampén de !EDTA p 02M S?gma, E9884
lisado Triton X-100 1% Sigma, T8787
Sacarosa 0,27 M Sigma S7903
Agua destilada Hasta completar
volumen

Cocktail 1 pastilla por cada 50 Roche

i complete-EDTA- | ml de tampon de lisis | 11873580001
Inhibidores de free

F’fg"s}gi‘;‘;‘;g NaF 10 mM Sigma, 57920
NasVO4 0, 1M Sigma, S6508
Nag P20 10 mM Sigma, S9515

3.1.2. Cuantificacién de la concentracion de proteina

Para la cuantificacion de la concentracion de proteina en los
extractos extraidos previamente se utiliza el Kit DC™ Protein Assay
Kit Il (Bio-Rad, 5000112). Se trata de un ensayo colorimétrico basado
en el método de Lowry en el cual existe baja o nula interferencia por
parte de detergentes y compuestos reductores a las concentraciones
que se suelen utilizarse.

e El primer paso es la preparacion de la recta patron. Para ello se
parte de una solucion de BSA (concentracion 1,4mg/ml) a
partir de la cual se preparan diluciones seriadas en agua
destilada. Las concentraciones de los demas patrones son 0,8
mg/ml, 0,6 mg/ml, 0,4 mg/ml, 0,2 mg/ml y 0 mg/ml.

e Las muestras se diluyen 5 veces en agua destilada (5 pL de
extracto en 20 pL de agua destilada).

e Se afladen 25 pL del correspondiente estandar o muestra a
cada tubo.
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Se afiaden 125 pL de Reagent I, se mezcla bien el contenido
del tubo y se incuba 1 minuto a temperatura ambiente.

Se afaden 125 pL de Reagent Il, se mezcla bien y se
centrifuga 5 minutos a 15000 g. La centrifugacién ha de
llevarse a cabo a temperatura ambiente para que las proteinas
precipiten.

El sobrenadante se elimina por inversion de los tubos en papel
de filtro y posteriormente estos se dejan secar al aire a
temperatura ambiente.

Se afladen 127 pL de Reagent A" a cada tubo, (El Reagent A
se prepara mezclando Reagent A y Reagent S a la proporcién
de 1 pL de Reagent S por cada 50 pL de Reagent A). Se
mezcla bien hasta que el precipitado quede completamente
disuelto

Se afade 1ml de Reagent B a cada tubo, se mezcla bien y se
incuban a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Se pasa el contenido de los tubos a una placa de 96 pocillos, en
la medida de lo posible se hacen 3 o 4 replicados de cada uno
de los estandares y muestras.

Se mide la absorbancia a 750 nm.

Para calcular la concentracién de cada muestra se genera una

recta patron a partir de las absorbancias obtenidas de los estandares
cuya concentracion se conoce y posteriormente se interpolan los
valores de absorbancia obtenidos para cada una de las muestras.

3.1.3. Electroforesis y transferencia de proteinas

La electroforesis SDS-PAGE se basa en la desnaturalizacién de

las proteinas debido al SDS, lo que produce que pierdan su
conformacién tridimensional y que estas sean capaces de separarse en
un gel de acrilamida en funcién de su peso y la longitud de la cadena
cuando se le aplica una corriente eléctrica.

95



ALBERTO PRADILLA DIESTE

Los geles de poliacrilamida constan de dos partes diferentes. La
parte superior (stacking) (Tabla 15), tiene un porcentaje fijo de
acrilamida/bis-acrilamida, que va a ser siempre del 4%. En esta parte
las muestras se compactan para que todas entren en la segunda parte
del gel al mismo tiempo, y que de esta forma no haya diferencias en la
posterior migracion de las proteinas. La parte inferior del gel
(resolving) (Tabla 16) es la que permite la separacion de las proteinas
en funcién de su peso. Este gel puede tener un porcentaje de
acrilamida/bis-acrilamida diferente en funcion de las proteinas que se
pretenden detectar. Los geles que se han utilizado han variado desde el
8% (proteinas de peso molecular superior a 100 kDa) hasta el 15%
(proteinas de peso molecular inferior a 30 kDa).

Tabla 15. Composicion del gel stacking SDS-PAGE para la electroforesis de

proteinas.
Stacking 5% Referencias
Agua destilada 2,7 mL
Acrilamida-bisacrilamida 30% 0,67 mL Sigma, A3574
1,5M Tris pH 6,8 0,5mL
SDS 10% 40 pL Sigma, L4509
10% Persulfato de amonio 40 pL Sigma, A3678
TEMED 6 uL Sigma, T9281
Tabla 16. Composicion del gel resolving SDS-PAGE para la electroforesis de
proteinas.
Resolving 8% 10% = 12% 15% | Referencias
Agua destilada 46mL | 4mL | 33mL | 27mL
Acrilamida- 27mL | 33mL | 4mL 4,6 mL Sigma,
bisacrilamida 30% A3574
1M Tris pH 8,8 25mL | 25mL | 25mL | 25mL
SDS 10% 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL Sigma,
L4509
10% Persulfato de 100 pL | 100 pL | 100 pL | 100 pL Sigma,
amonio A3678
TEMED 6 pL 4 uL 4 uL 4 uL Sigma,
T9281
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Los geles se preparan en el sistema GE Healthcare miniVE
Vertical Electrophoresis System (Fisher Scientific, 80-6418-77,).
Como marcador de peso molecular se utiliza el Page Ruler Prestained
Protein Ladder (26616, Thermo Fisher Scientific).

Para preparar las muestras, estas se diluyen en tampon de lisado
de tal forma que en cada muestra haya los mismos microgramos de
proteina. Posteriormente se afiaden tampon de carga 1X (a partir de
stock 5X: 50% glicerol, 10% R-Mercaptoetanol, 0,5% azul de
bromofenol, 0,4 M Tris-HCI pH 6,8 y 10% SDS) y se calientan las
muestras 10 minutos a 95°C. Una vez las muestras estan cocidas, se
cargan en el gel. EI maximo volumen de muestra que puede cargarse
en un gel de 10 pocillos es de 35 L.

El gel se coloca en la cubeta con 1L de tampon de electroforesis
1X (Stock 10X 2 L: 60 g Tris-Base, 288 g de Glicinay 20 g SDS) y se
procede con la electroforesis en el gel a 15 mA durante 45 minutos
para compactar la muestra en la parte superior del gel vy
posteriormente se sube el amperaje a 20 mA para separar las proteinas
en la parte inferior del gel durante 2 horas.

El siguiente paso es transferir las proteinas retenidas en el gel a
una membrana de fluoruro de polivinilideno (Immun-Blot PVDF 0,2
um, Bio-rad, 162-0177). Para ello se utiliza el sistema de transferencia
semiseco (Sigma, Z34 050-2).
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Tabla 17. Tampones de transferencia

Reactivos Concentracién
Acido 6-Aminocaproico (Sigma, 04 M
AT7824)
A Tris-Base 0,25 M
Isopropanol 20%
Agua destilada
Tris-Base 1,25M
B Isopropanol 20%
Agua destilada
Tris-Base 0,25 M
C Isopropanol 20%
Agua destilada

Los geles del sistema elegido para la electroforesis tienen unas
dimensiones de 10x8 cm, por lo que previo paso a la transferencia es
necesario cortar y preparar una membrana y papeles Whatman® de
este tamafio.

Para la transferencia, el primer paso es la activacion de la
membrana de PVDF, que se incuba 1 minuto en metanol y
posteriormente se hidrata 5 minutos en agua destilada, para finalmente
equilibrarla en tampdn B. El gel por su parte se equilibra en tampon
A. Los papeles Whatman® han de sumergirse en los tampones de
transferencia.

El montaje de la transferencia se lleva a cabo de la siguiente
manera: 3 papeles mojados en C, 2 papeles mojados en B, membrana,
gel y finalmente 3 papeles mojados en A. Una vez colocados, se
retiran con cuidado el exceso de tampon de transferencia y se cierra el
sistema de transferencia. Se dejan transferir las proteinas durante 2
horas a un amperaje constante que depende de la superficie de la
membrana, en este caso 64mA.
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3.1.4. Inmunodeteccion

e Una vez terminada la transferencia, se lava la membrana
durante 5 minutos en agitacion con TBS 1X, para eliminar los
restos de sales de los tampones de transferencia.

e Posteriormente se bloquea la membrana a temperatura
ambiente durante 2 horas en agitacion. La solucion de bloqueo
utilizada depender del anticuerpo primario que vaya a ser
utilizado posteriormente. Las soluciones de bloqueo utilizadas
estan recogidas en la tabla 18.

Tabla 18. Soluciones de bloqueo utilizadas en inmunodeteccion

Solucién de bloqueo | Reactivos Referencias
. 2g/L i-Block™ ThermoFisher, T2015
_ ™ ’
i-Block TBS 1X
5% BSA Sigma, A7906
BSA TBS 1X

e Una vez boqueada la membrana se incuba con el anticuerpo
primario. Cada anticuerpo posee unas caracteristicas y unas
condiciones de incubacion diferentes. Todos los anticuerpos
utilizados para la inmunodeteccién en western blot estan
recogidos en la tabla 19.

Tabla 19. Anticuerpos primarios utilizados en inmunodeteccion en western

blot.
Proteina Referencia Espec Incubacién
ie
BSA 3% +0,1%
GFRa2 R&DAa’;t;ms’ G 1:700 Tween20
>8h a 4°C
Seven Hills . .y
SOX2 Bioreagents, R 1:2.000 '>'8BA°aC'ZOC
WRAB-1236
Atlas Antibodies, . i-Block™
SOX9 HPA001758 R 1:500 >8h a 4°C
Atlas Antibodies, . i-Block™
KLF4 HPA002926 R 1:500 >8h a 4°C
Abcam, ) i-Block™
SHH Ab53281 R 1:500 >8h a 4°C
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. Calbiochem, ) i-Block™
p-catenina C2206 R 1:500 >8h 2 4°C
Santa Cruz
Biotechnology . i-Block™
GFRal (SCBT) M 1:500 Sgh 4 4°C
SC-271546
SCBT, . BSA 5%
GFRo3 5c-9340 G 1:230 >gh a 4°C
Signalway . i-Block™
GFRod | antibody, 31272 | R 1:250 >8h a 4°C
GDNF | SCBT,sc-13147 | M 1:500 i-Block™
! ) >8h a 4°C
. R&D Systems, . BSA 5%
Neurturina AFA77 G 1:500 >8h 2 4°C
Atlas Antibodies, ) i-Block™
RET HPA008356 R 1:500 >8h a 4°C
Cell Signaling . ™
AKT Technology R 1:1000 LSBA"&C'ZOC
(CST), 5625
) i-Block™
pAKT CST, 5413 R 1:500 >8h 2 4°C
Atlas Antibodies ) i-Block™
PITL HPAQ41646 R 1:1000 >8h a 4°C
SCBT, ) i-Block™
Arf sc-32748 M 1:500 >8h a 4°C
IC-RET SCBT, . i-Block™
5c-101422 M 1:1000 >8h a 4°C
Caspasa-3 . i-Block™
activa CST, 9664 R 1:500 >8h 2 49C
cPARP ) i-Block™
CST, 5625 R 1:500 >8h 2 49C
PKCd SCBT, ) i-Block™
sc-213 M 1:1000 >8h a 4°C
i-Block™ +0,1%
pPKCd CST, 9376 R 1:500 Tween
>8h a 4°C
B&D L m
p21 Biosciences, M 1:500 LEP:OaCIZOC
556431
] Abcam, ) i-Block™
Tubulina AbA074 R 1:10.000 >8h 4 49C

100

R: conejo; M: ratdn; G: cabra
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e Una vez terminada la incubacion con el anticuerpo primerio, se
lava la membrana 3 veces, durante 5 minutos cada vez, con
solucion de lavado (TBS 1X con 0,3% Tween20® (Sigma,
P9416)).

e Posteriormente se incuba la membrana con el anticuerpo
secundario. El anticuerpo secundario utilizado depende de la
especie en la que se haya generado el anticuerpo primario.
Todos los anticuerpos secundarios se diluyen en solucién
i-Block™ y se incuban en agitacion a temperatura ambiente
durante una hora. Los anticuerpos secundarios estan
conjugados con la enzima peroxidasa de rabano.

Tabla 20. Anticuerpos secundarios utilizados en western blot.
Anticuerpo secundario Referencia

Polyclonal Goat Anti-Rabbit 1IgG-HRP Sigma, A0545
mAb Rabbit Anti-Mouse 1gG-HRP Cell Signaling Technology, 58802
Donkey anti-Goat 1gG-HRP Santa Cruz Biotechnology, sc-2020

e Después de incubar con el anticuerpo secundario, se lavan las
membranas 3 veces, durante 5 minutos cada vez, con solucion
de lavado y en agitacion

e La membrana se coloca sobre una superficie lisa y se le afiade
por encima el volumen adecuado de sustrato
qguimioluminiscente Pierce ECL Western (ThermoFisher,
32106). Este es el sustrato de la enzima conjugada al
anticuerpo secundario. El volumen de ECL depende de la
superficie de la membrana y se utilizan 0,125 mL de ECL por
cada cm? de membrana.

e Se incuba la membrana 1 minuto con el ECL a temperatura
ambiente.

e Se retira el exceso de ECL y se coloca la membrana entre dos
transparencias dentro de un casete de autoradiografia.

e Para el revelado de la sefial se utilizan peliculas radiograficas
(FUJI Medical X-Ray Film n°8U), y se revela la sefial de cada
anticuerpo a diferentes tiempos en funcién de la sefial que se

101



ALBERTO PRADILLA DIESTE

va obteniendo. Se utilizan liquidos reveladores y fijadores para
este proceso. El revelado ha de hacerse en una sala oscura con
luz roja para evitar que las peliculas radiogréficas se velen.

3.1.3.1. Incubaciones multiples de las membranas de western blot

Se lava la membrana 3 veces, durante 5 minutos cada vez, con
solucion de lavado.

Se incuba la membrana en 50 mL de solucién de estripado
(62,5 mM Tris-HCI pH6,8; 2% SDS; 100 mM R-
Mercaptoetanol) durante 30 minutos en un bafio de agua
caliente a 55°C.

o En este paso se rompe los enlaces de los anticuerpos y
de esta forma se elimina la sefial. Es un proceso
agresivo que puede afectar a las proteinas transferidas a
la membrana.

Se lava la membrana 10 veces, durante 5 minutos cada vez, en
solucion de lavado.

Se continua con la etapa de bloqueo y sucesivas. Es
recomendable alternar la especie del anticuerpo primario entre
incubaciones consecutivas para evitar detectar posibles
remanentes de anticuerpo de incubaciones previas.

3.2. NIVELES HORMONALES

3.2.1. Hormonas hipofisarias en tejido y suero

Se utiliza el kit MILLIPLEX MAP Mouse Pituitary Magnetic
Bead Panel (Millipore, MPTMAG-49K) para medir la concentracion
de las 6 hormonas producidas en la hipofisis (GH, PRL, ACTH, LH,
FSH y TSH) en muestras de suero e hipdfisis de raton. La extraccion
de proteina de las muestras de tejido se lleva a cabo como estad
recogido en la seccion 3.1.1.
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Para el ensayo las muestras de suero se diluyen 5 veces y las
muestras de tejido 20 veces.

El protocolo se lleva a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante. La etapa de incubacion con los anticuerpos se realiza
durante toda la noche, ya que aumenta la sensibilidad del ensayo. Para
evitar interacciones entre los diluyentes de las muestras de suero y
tejido se ensayan dos curvas patron diluidas cada una en el medio
correspondiente.

Al tratarse de un ensayo Multiplex fluorescente, la placa se lee en
un sistema MAGPIX®© (Luminex) que permite la lectura simultanea
de los 6 analitos.

3.2.2. IGF-1 en suero

La medicion de IGF-1 en suero se realiza mediante el Kit
Quantikine ELISA Mouse/Rat IGF-1/IGF-1 (R&D Systems, MG100).
Los sueros se diluyen 500 veces con Calibrator Diluent RD5-38
suministrado en el kit. El protocolo llevado a cabo se basa en las
recomendaciones del fabricante.

3.2.3. Hormona T4 libre en suero

La medicion de la hormona T4 libre en suero se realiza mediante
el kit Free T4 ELISA (DRG Instruments, EIA-3775). No fue necesario
diluir los sueros previamente a la realizacion del ensayo. El protocolo
sequido fue el detallado por el fabricante con la salvedad de que la
placa fue preincubada media hora antes de empezar el analisis para
aumentar la sensibilidad del ensayo y favorecer que las muestras
puedan entrar en la curva estandar.
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3.3. INMUNOFLUORESCENCIA
3.3.1. Preparacion de muestras de tejido fijado

La preparacion de los tejidos para la inclusion de estos en parafina
es llevada a cabo en el Servicio de Histologia del CiMUS. El
procedimiento se lleva a cabo de la siguiente manera:

e Como las cabezas de los ratones se encuentran en PBS para
evitar una excesiva deshidratacion, se pasan a tubos con
etanol al 70% y se mantienen durante 24 horas.

e Posteriormente se extraen las hipéfisis de la silla turca y se
colocan en los correspondientes cassettes.

e La inclusion en parafina se hace mediante el sistema Semi-
Enclosed Benchtop Tissue Processor (Leica, TP1020). En
este sistema hay varias cubetas con los medios necesarios
para la inclusion en parafina. Los pasos que se siguen
dentro del sistema son:

o Deshidratacion
= Etanol al 70%, 60 minutos
= Etanol al 96%, 90 minutos
= Etanol al 96%, 90 minutos
= Etanol al 96%, 90 minutos
= Etanol al 100%, 90 minutos
= Etanol al 100%, 90 minutos
= Etanol al 100%, 90 minutos
o Lavado: Dos incubaciones de 120 minutos cada una
con xileno
o Inclusion en parafina: Dos incubaciones de 120
minutos cada una en parafina liquida
o Una vez termina el programa del TP1020, se retiran
los cassettes y se forman los bloques de parafina
utilizando el Modular Tissue Embedding Center
(Leica, EG1150H).
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Una vez los blogues estan formados se pueden guardar a
temperatura ambiente hasta que vayan a ser utilizados. Unas horas
antes de que los cortes vayan a ser llevados al microtomo es
recomendable colocar los bloques de parafina en hielo para que se
mantengan hidratados y se facilite el corte en el microtomo y de esta
manera se mantenga mejor la estructura del tejido.

Se preparan secciones de 4 pum cortando los bloques en un
microtomo giratorio (Leica, RM1255). Estas secciones se llevan a un
bafio de agua destilada a 55°C para rehidratarlas y estirarlas antes de
colocarlas sobre los portaobjetos. Se utilizan portaobjetos recubiertos
(DAKO, KB802021-2) para facilitar la adhesion de los cortes de
muestras parafinadas y que de esta forma no se pierdan en los
siguientes pasos de la preparacion.

Tras colocar los cortes en los portaobjetos, y permitir que los
mismos queden secos para asegurar la adhesion, se colocan en una
estufa a 52°C para desparafinar las muestras. Para asegurar que el
proceso de desparafinado es completo, los portaobjetos se dejan en la
estufa hasta el dia siguiente. Para terminar el desparafinado, los
portaobjetos se sumergen durante 5 minutos en xileno. Este paso se
repite 3 veces. El siguiente paso es la rehidratacién de las muestras,
que consiste en incubaciones de 5 minutos en concentraciones de
etanol decrecientes (100%, 96%, 70%, 50%) y finalmente agua
destilada.

El ultimo paso en la preparacion de las muestras es la
recuperacion antigénica, que se lleva a cabo en la estacion PT-Link
(DAKO). Este proceso sirve para devolver a las proteinas la forma que
habian perdido debido a los procesos de fijacion y deshidratacion.
Para este proceso pueden utilizarse dos tampones diferentes. En la
mayoria de los casos se utiliza el tampon Tris-EDTA (pH 7,4) pero
para algunas proteinas es necesario el tampon citrato (pH 6).
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3.3.2. Inmunofluorescencia en tejido de raton

Para la mayoria de los anticuerpos que se han utilizado en la
presente tesis el protocolo de inmunofluorescencia que se ha seguido
es el siguiente:

Se coloca el portaobjetos en una camara himeda y se afiade
el anticuerpo primario de tal forma que todos los cortes
tengan liquido encima. La incubacion con el anticuerpo
primario (Tabla 21) se deja al menos durante 8 horas.

Se lavan los portaobjetos en PBS por inmersion. Se hacen 3
lavados de 5 minutos cada uno.

Se vuelven a colocar los portaobjetos en la camara humeda
y se afiade el anticuerpo secundario (Tabla 22). Todas las
incubaciones con anticuerpos secundarios son de una hora a
temperatura ambiente en oscuridad.

Se lavan los portaobjetos en PBS por inmersion. Se hacen 3
lavados de 5 minutos cada uno.

Se enjuaga en agua destilada para eliminar las sales.
Finalmente se aflade medio de montaje Fluoro-Gel
(Electron Microscopy Science, 17985-10) con 2 mg/ml de
DAPI (Sigma, D9542) y se coloca el cubreobjetos encima.
El medio de montaje se deja secar durante al menos 4 horas
y posteriormente las preparaciones se guardan a 4°C hasta
que vayan a ser fotografiadas en el microscopio.

Sin embargo, aquellos anticuerpos monoclonales que han sido
producidos en raton suelen requerir de algunos pasos adicionales. El
protocolo para estos anticuerpos resulta mas complejo:

106

Se lava por inmersion durante 5 minutos en TBS 1X +
Triton X-100 al 0,025%. Este paso se repite dos veces.

Los portaobjetos se colocan en cédmara himeda y se
bloguean con TBS 1X + BSA al 1% + suero de caballo al
10% durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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e Se vuelve a lavar por inmersién durante 2 minutos en TBS
1X + Triton X-100 al 0,025%. Este paso se repite dos veces.

e Se vuelven a colocar los portaobjetos en la cAmara humeda
y se vuelve a bloguear con inmunoglobulina de burro anti-
ratbn (Jackson Immunoresearch, 715-005-151) diluida
1:100 en TBS 1X.

e Se lava por inmersion durante 2 minutos en TBS 1X +
Triton X-100 al 0,025%. Este paso se repite dos veces.

e Se coloca el portaobjetos en una cdmara himeda y se afiade
el anticuerpo primario (Tabla 21) de tal forma que todos los
cortes tengan liquido encima. La incubacion con el
anticuerpo primario se deja al menos durante 8 horas.

e Se lavan los portaobjetos en TBS 1X + Triton X-100 al
0,025% por inmersion. Se hacen 3 lavados de 5 minutos
cada uno.

e Se vuelven a colocar los portaobjetos en la cAmara humeda
y se afiade el anticuerpo secundario (Tabla 22). Todas las
incubaciones con anticuerpos secundarios son de una hora a
temperatura ambiente en oscuridad.

e Se lavan los portaobjetos en TBS 1X + Triton X-100 al
0,025% por inmersion. Se hacen 3 lavados de 5 minutos
cada uno.

e Se enjuaga en agua destilada para eliminar las sales.

e Finalmente se afade medio de montaje Fluoro-Gel
(Electron Microscopy Science, 17985-10) con 2 mg/ml de
DAPI (Sigma, D9542) y se coloca el cubreobjetos encima.

3.3.3. Inmunofluorescencia en cultivos celulares

Los cultivos establecidos en las placas de 48 pocillos se utilizan
para realizar tinciones inmunofluorescentes. Y para ello primero han
de ser fijados y permeabilizados:
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e Se lava 2 veces con PBS para eliminar todos los
remanentes de medio de cultivo que pudieran interferir
con el marcaje con anticuerpos.

e Se incuban los pocillos 10 minutos con formalina neutra
tamponada al 10%

e Se lava 3 veces con PBS

e Seincuban las células 30 minutos con metanol 100% frio

e Se lava 3 veces con PBS

e Se incuban los pocillos 1 horas con Triton X-100 al 0,3%
en PBS

e Finalmente se lava 3 veces con PBS

e Los pocillos se mantienen en PBS a 4°C hasta el momento
en el que va a realizarse la tincion con anticuerpos.

Los pasos de incubacion con anticuerpos son los mismos que en
la tincion de secciones de parafina. La diferencia es que las tinciones
de células no se hacen sobre portaobjetos, si no en el pocillo de la
placa de cultivo.

Tabla 21. Relaciéon de anticuerpos primarios utilizados en inmunofluorescencia.

Proteina | Referencia Especie " Incubacion
o |l e | o |
GFRa2 Atﬁ;ﬁg;ﬁ’?gfs* R 1:50 >8E 2540(:
AECK NN M Hstopara | sghadoc
GH AFP-CLISBIA R 1:1.000 o3
GH 5010385 G 1200 | g
PRL AFP’\4|1|2%[_)1K0'_91 R 1:500 >8rF: gioc
TSH AEP-1OTEYE0 R 1:1.000 o3 4
ACTH D(Qig' M 1:500 >8E 3300
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LH AFPCAIGTIP R 1:500 soha 4iC
Seven Hills PBS
SOX2 Bioreagents, R 1:2.000 >8h a 4°C
WRAB-1236
soe | e w0 | g
e | S | | |
GFRul | g pnsis 4 1200 | Lgnagec
GRS | o G 100 | e
GFRad AntiSbic?gi?als\,l,v 31072 R 1:50 soha 41C.
er | Memme |0 e |
o | OB |y | am | oA
| M | 0| e |
ore | Molsbotas | o | wew | g%

R: conejo; M: ratén; G: cabra; C: Pollo

Tabla 22. Anticuerpos secundarios utilizados en inmunofluorescencia.
Anticuerpos secundarios fluorescentes

Donkey Anti-Rabbit 19G Cy3

\ Referencia
Jackson IR, 711-166-152

Donkey Anti-Mouse IgG Alexa Fluor® 488

Jackson IR, 715-546-151

Donkey Anti-Goat 1gG Alexa Fluor® 488

Jackson IR, 705-546-147

Donkey Anti-Goat 1gG Alexa Fluor® 647

Jackson IR, 705-606-147

Donkey Anti-Chicken 1gG Alexa Fluor® 488

Jackson IR, 703-546-155

3.3.4. Inmunohistoquimica en tejido de raton

Las muestras se lavan una vez con PBS y se bloquean con

peroxidasa al 3% durante 10 minutos.

Se realizan 3 lavados de 5 minutos con PBS.
Se colocan los portaobjetos en camara humeda y se incuban

con anticuerpo primario durante toda la noche a 4°C.
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o Los anticuerpos primarios utilizados fueron:
= Anti-Sox2 (Seven Hills Bioreagents, WRAB-1236)
producido en conejo, y utilizado a una dilucion
1:1000.
= Anti-Caspasa-3 activa (CST, 9664) producido en
conejo y utilizado a una dilucion 1:200.
Se vuelve a lavar 3 veces con PBS durante 5 minutos.
Se colocan los portaobjetos en cdAmara himeda y se incuban
con anticuerpo secundario (Agilent, DAKO EnVision™
System, HRP) durante media hora a temperatura ambiente.
Se lavan los portaobjetos 3 veces con PBS durante 5
minutos.
Se anade DAB (3,3-Diaminobencidina), que actta como
sustrato de la peroxidasa unida al anticuerpo secundario y
de esta forma se produce la sefial.
Para el marcaje de los nucleos, se realiza una contratincion
con Hematoxilina durante 10 minutos.
Por ultimo, se dejan secar las muestras al aire y se afiade
medio de montaje Fluoro-Gel.

3.4. MICROSCOPIA

3.4.1. Microscopia Optica

Para la observacion de las placas de cultivo se utilizd un

microscopio Olympus 1X73 con objetivos de 4X, 10X y 20X. Las
fotografias fueron adquiridas con una céamara Olympus DP74
acoplada al microscopio. El programa informatico utilizado es
CellSens Standard con el modulo de inteligencia artificial TruAl.
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3.4.2. Microscopia confocal

Se utiliz6 un microscopio confocal de banda ancha modelo TC
SP5-A0BS (Leica) con laser blanco (470-670 nm) y laser ultravioleta.
Las fotografias se tomaron con un objetivo seco de 20X y un objetivo
de inmersion en aceite de 63X. El programa informaético utilizado para
la obtencion de las fotografias fue Las AF (Leica). Las imagenes se
captaron a una resolucion de 1024x1024 pixeles, a 600 Hz, de forma
bidireccional, dejando una distancia entre planos de entre 0,8 y 1,2
pum. Los planos se recogen secuencialmente en el orden especificado
en la tabla 23. La deteccion de la sefial se realizO mediante un
detector hibrido, potencia del laser entre 15y 25% y con entre 2 a 4
pasadas por plano en funcién de la relacién sefial/fondo de cada canal
en cada tincion especifica.

Tabla 23. Canales utilizados en microscopia confocal.

Canal Fluoréforo | AEx (nm) | AEm (nm) |
Chl DAPI 405 414-479
Ch2 A488 492 499-547
Ch3 Cy3 552 565-624
Ch4 Cy5 594 609-648

4. ESTUDIO DE ARN
4.1. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE ARN

La extraccion de ARN de tejido de raton se realiza mediante el kit
TRIzol™ (Invitrogen, 15596026) y se siguen las indicaciones
descritas por el proveedor. EI ARN obtenido se trata con 1U de
ADNsal libre de ARNasas (ThermoFisher ENO0521) durante 30
minutos a 37°C. Después se purifica mediante el kit GeneJET ARN
Cleanup and Concentration Micro kit (ThermoFisher, K0842).

Una vez extraido, se determina la cantidad de ARN presente en la
muestra y se procede a su cuantificacion con la ayuda de un
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espectofotometro (ThermoFisher Nanodrop 2000) (ratio deseable
A260/280=2-2,2).

4.2. RETROTRANSCRIPCION DE ARN

En primer lugar, se realiza un pretratamiento de la muestra con
ADNasa, (este paso es independiente del ya realizado en la etapa de
extraccion, para asegurar que la muestra queda completamente libre
de ADN):

e Se incuba 1 pg de ARN con 1U de ADNasa | libre de
ARNasas, 1 uL de tampdon 10X con MgClz y agua hasta un
volumen final de 10 uL, a 37°C durante 30 minutos.

e Posteriormente se afiade 1 pL de EDTA y se incuba
durante 10 minutos a 65°C, de esta forma se inactiva la
ADNasa I.

La sintesis de ADN complementario (ADNc) se lleva a cabo
mediante una transcripcién inversa (RT-PCR) del ARN. Para
ello:

e Se afaden 1,5 pL de dNTPs 10 mM, 0,1 pL de un
combinado de cebadores aleatorios y agua destilada hasta
llegar a un volumen final de 30 pL

e Posteriormente se incuba durante 10 minutos a 65°C.

e En el siguiente paso se afiladen 6 pL de tampdn 5X First-
Strand, 3 pL de DTT 0,1 M, 1 pL de RNAseQUT™
Recombinant Ribonuclease Inhibitor (40 U/uL) y se incuba
a 37°C durante 2 minutos.

e Se afiaden 1,5 pL de 300Ul MMLYV (Invitrogen, 28025-
013).

e Finalmente se colocan los tubos en un termociclador y se
aplica el protocolo de retrotranscripcion como se detalla en
la tabla 24.
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Tabla 24. Protocolo utilizado en la RT-PCR

Tiempo ‘ Temperatura
10 min 25°C
50 min 37°C
30 min 42°C
5 min 95°C

4.3. PCR CUANTITATIVA EN TIEMPO REAL

Para cuantificar la expresion de ARN una vez sintetizado el
ADNCc, se realiza una PCR cuantitativa (QPCR); las cantidades de
reactivos varian dependiendo de si los cebadores son comerciales o
disefiados por el grupo (Tabla 25).

Se afiaden los reactivos a una multiplaca de 96 pocillos y se
realiza la qPCR en un 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, 4351105). Los cebadores utilizados se muestran en la
tabla 26, tanto los comerciales como los disefiados.

Tabla 25. Reactivos utilizados en la reaccion de qPCR

Reactivos Ensayo TAQMAN® Ensayo Syber®
[ 0,18 pL 0,15 pM
Cebador directo . 0,3 UM (stock 10 uM)
0,18 pL 0,15 uM
Cebador reverso 1L 0,3 uM (stock 10 pM)
Sonda 0,3 UM
Agua 4l 4,64 pL
MasterMix 6 L
Muestra (ADNCc) 1pL
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Tabla 26. Cebadores utilizados para la deteccion de cada gen.
Tamafio del To de
hibridacion

Secuencia fragmento
amplificado

Gfia2 | D: GGGAGAAAGACACATACACACA

Isoforma 114 pb 60°C
201 R: GAAGGGCTGGCCAAAGAG

Gfra2 | D: GCAGGCATCCTAAGCTTTTC
Isoforma 248 pb 60°C
202 R: CAGCATAGGAGCCCAGACAT
Gfra2 | D: GGGAGAAAGACACATACACACA
Isoforma 101 pb 60°C
203 R: GAAGGGCTGGCCAAAGAG
D: GGAAAACCAAGACGCTCATGAA
Sox2 |R: CGCTCGCCATGCTGTTC 84 pb 60°C

Sonda:
AAGGATAAGTACACGCTTCCCGGAGGCT

D: CAGTACCCGCATCTGCACAA
Sox9 R: CCTCCACGAAGGGTCTCTTCT 94 pb 60°C
Sonda: CAAGCTCTGGAGGCTGCTGAACGAG
D: GCTGTGGCAAAACCTATACGAAGA

Klf4 R: TGGTAAGGTTTCTCGCCTGTGT 7 6pb 60°C

Sonda:
TTCTCATCTCAAGGCACACCTGCGAACT

D: GGTGGAGGAAGCTGACAACAAC

Oct4 R: ACCTCACACGGTTCTCAATGCT 107 pb 60°C

Sonda:
CCTTCAGGAGATATGCAAATCGGAGACCCT

D: GCCTTTGGGAGGAACCAGTATC
Propl |R: TGGAGTAGTGACCGCTCTTGCT 140 pb 60°C
Sonda: TCAGCGAAGCCAGAATCCAGGTCT
D: TTGGAACCTGGAACCATGGA

Tubulina | R ATAGTGCCCTTTGGCCCAGTT 117 pb 60°C
Sonda:
CTTTATCTTTGGTCAGAGTGGTGCTGGCAA
Thp | ThermoFisher: Mm01277042_m1 65 pb 60°C

D: Directo; R: Reverso
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La MasterMix utilizada en los ensayos TAQMAN® fue 2X
TagMan Gene Expression MasterMix (Applied Biosystems,
4369016). La MasterMix usada en los ensayos Syber® fue
PrecisionPLUS gPCR MasterMix (Eligen Diagndstica, PPLUS-LR-
SY).

Cada multiplaca de 96 se utiliza para una sola reaccion y en cada
una se miden las muestras por duplicado. Ademas, se incluyen
controles positivos, controles negativos (llevan todos los reactivos a
excepcion del MMLV) y blancos (que llevan todos los reactivos, pero
no se afiade ningun ADNCc).

Para expresar los resultados de expresion de cada gen se utiliza el
método de la diferencia de umbral de ciclos 0 DCt (DCt =Ctgen -
thontrol) (201)-

5. DETECCION DE MARCAJE CON EDU

La deteccion de EdU se puede hacer tanto en secciones de tejido
animal como en cultivos celulares a los que previamente se les ha
administrado el compuesto.

Las secciones de parafina o los pocillos de las placas de cultivo se
incuban 30 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad con la
mezcla de deteccién de EdU:

e Tris-EDTA 100 mM (Sigma, H3375)

e CuSO4 1 mM (Sigma, C1297)

e Sulfo-Cyanine2 10 uM (ThermoFisher, A10266)
e Ascorbato de sodio 10 mM (Sigma, A7631)

e PBS1X

Una vez ha pasado la media hora de incubacion, los portaobjetos
0 los pocillos de las placas de cultivo se lavan 3 veces, durante 5
minutos cada vez.
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Posteriormente al paso de la deteccion de la EdU es posible
realizar una tincion con anticuerpos como la detallada en el apartado
3.3. de esta seccion.

6. TELOMAPING

El telomaping es una técnica que permite determinar la longitud
de los telomeros mediante hibridacion fluorescente in situ utilizando
para ellos sondas que hibridan las repeticiones ricas en citosinas
presentes en los extremos de los telomeros (5, 202). Las muestras
usadas en este experimento son secciones de parafina de 4 pm,
preparadas como se indica en el apartado 3.3.1.
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Primero se fijan las secciones en formalina tamponada al
10% durante 2 minutos. Y después se lavan las muestras 3
veces con PBS durante 5 minutos cada vez.

Posteriormente se digieren las secciones con pepsina
acidificada (200 mg de pepsina, 168 uL de HCI puro y 200
mL de agua destilada) previamente calentada a 37°C. La
digestion se realiza cubriendo las secciones con pepsina
acidificada e incubando 10 minutos a 37°C.

Se lavan los portaobjetos con PBS, dos veces durante 5
minutos.

Se vuelven a fijar las secciones con formalina tamponada al
10% durante 2 minutos. Y después se lavan las muestras 3
veces con PBS durante 5 minutos cada vez.

El siguiente paso consiste en la deshidratacion de las
secciones. Se realizan 3 incubaciones consecutivas de 5
minutos en concentraciones crecientes de etanol (70%, 90%
y por ultimo 100%). Y después se dejan secar al aire
durante media hora.

Se prepara la mezcla de hibridacion tal y como se recoge en
la tabla 27.
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Tabla 26 Componentes de la mezcla de hibridacion.

Compuesto ' Concentracion Referencia
TRIS 1M pH7.2 10 mM Sigma, H3375
Tampén hibridacion:
9mM Acido citrico 15,3 uM Sigma, 251275
25mM MgCI2 42,5 uM Sigma, 442611-M
82mM Na,HPO4 139,4 uM Panreac, 122507
Formamida 70% Sigma, 295876
Tampon de bloqueo 5% Thermofisher, 37580
SuperBlock
Sonda Cy3-Tel 200 nM Kaneka Eurogentec,
PN-TC050-005
Agua destilada

Se enciende el horno de hibridacion y se calienta a 75°C. Se
coloca papel absorbente en la bandeja y se afiaden 50 mL de
agua destilada para humedecerlo.

Se colocan los portaobjetos en los soportes adecuados de la
bandeja del horno de hibridacion y se afiaden 100 pL de
mezcla de hibridacion que tal forma que cubra todas las
secciones. Se colocan encima un cubreobjetos de 24x60.

Se desnaturalizan las muestras a 75°C durante 5 minutos. Y
posteriormente se sacan del horno y se colocan en una
camara humeda en oscuridad y con el cubreobjetos hacia
abajo. Se incuban los portaobjetos en estas condiciones
durante 2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente se lavan las muestras por inmersién en
buffer formamida (formamida al 70%; 0,01 M Tris-Base;
BSA al 0,01%; en agua destilada), durante 8 minutos en
agitacion. Este paso se repite dos veces para favorecer que
los cubreobjetos caigan. Es importante no arrastrar el
cubreobjetos por encima de las secciones ya que éstas
pueden dafiarse.

En el siguiente paso se lavan las muestras 3 veces con
tampon TBST (TBS 1X + 0,08% de Tween®20). Y
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posteriormente vuelven a lavarse de nuevo 3 veces mas con
PBS.

e Posteriormente se realizan 3 incubaciones consecutivas de 5
minutos en concentraciones crecientes de etanol (70%, 90%
y por ultimo 100%) para deshidratar las muestras. Y
después se dejan secar al en oscuridad durante 10 minutos.

e Finalmente se aflade medio de montaje Fluoro-Gel con 2
mg/ml de DAPI y se coloca el cubreobjetos encima.

La adquisicion de las imagenes se realiza en microscopio confocal
Leica TC SP5-AOBS, con un laser blanco. Se recogen 4 campos por
seccion con un objetivo de 63X utilizando el programa LAS AF
(Leica Application Suite Advanced Flourescence). El andlisis de las
imagenes se realiza con el mddulo TruAl deep-learning technology
del programa CellSens (Olympus). Las redes neuronales del programa
reconocen los ndcleos del raton en fotografias a 63X, y de esta manera
se genera una mascara binaria de forma automatica. Posteriormente se
cuantifica la intensidad de la sefial del canal rojo para cada uno de los
nacleos y en base a estos valores de intensidad se generan imégenes
que representan la longitud de los teldémeros de cada célula individual.

7. MICROSCOPIA LIGHT-SHEET APLICADA AL
ESTUDIO DE LA HIPOFISIS

La tecnologia Light-Sheet permite la observacion de muestras en
tres dimensiones marcadas con sefial fluorescente. Estas muestras
pueden ir desde oOrganos pequefios de raton (como es la hipdfisis)
hasta embriones de raton o fragmentos de tejido humano.

La base sobre la que se apoya la tecnologia Light-Sheet radica en
la consecucién de muestras completamente transparentes, ya que €s
necesario el paso de la luz laser a través del volumen total del tejido y
la opacidad produce refraccion de la luz. Para conseguir muestras
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transparentes existen dos tipos de protocolos diferentes: Acuosos y
orgénicos. Cada uno de ellos con sus ventajas e inconvenientes.

Los medios organicos utilizan una serie de disolventes organicos
para intentar alcanzar el grado de transparencia. La ventaja de estos
protocolos es que son reversibles. Sin embargo, al deshidratarse la
muestra se reduce en tamafio y aumenta su fragilidad, siendo mas
dificil su manejo.

Por su parte, los métodos acuosos se basan en la eliminacién de
los lipidos presentes en las membranas de las células. Si bien estos
protocolos no son reversibles, el manejo de las muestras es mucho
mas sencillo, ya que éstas ven aumentado su tamafio durante el
proceso y ademas mantienen una consistencia blanda similar a la
propia de un gel de acrilamida. Otras de las grandes ventajas de la
mayoria de estos métodos es que permiten el mantenimiento de la
fluorescencia endogena.

7.1. VISIKOL®

VISIKOL® HISTO™ es un protocolo de clarificado de 6rganos
englobado en el grupo de métodos organicos. Se trata de un sistema
comercial, que posee la ventaja de una mayor facilidad de uso.
Ademas, ofrecen protocolos personalizados que pueden ajustarse a
diferentes tipos de muestras.

El protocolo ajustado a muestras de raton de pequefio tamafio es
el siguiente:

e Etapa 1: Permeabilizacion: (todos los pasos de esta etapa se
Ilevan a cabo en rotacion a temperatura ambiente)
o Permeabilization buffer (VISIKOL), 90 minutos
o PBS, O/N (overnight)
o PBS, 30 minutos
o Metanol al 50% en PBS, 45 minutos
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Metanol al 70% en agua destilada, 45 minutos
Metanol al 100%, 120 minutos

Metanol al 80% en DMSO, 60 minutos

Metanol al 80% en DMSO, 60 minutos

Metanol al 80% en agua destilada, 45 minutos
Metanol al 50% en PBS, 45 minutos

PBS, 30 minutos

PBS + 1% de Triton X-100, 45 minutos

PBS + 1% de Triton X-100, 45 minutos

Tampon de permeabilizacion (PBS; 0,2% Triton
X-100; 0,3 M Glicina; 20% DMSQO), O/N (overnight)

e Etapa 2: Marcaje con anticuerpos: (Todos los pasos de esta

etapa se llevan a cabo en rotacion)

o

o

Bloqueo (en tampon de blogueo: PBS; 0,2% Tritdn
X-100; 6% suero de caballo; 10% DMSO), 12 horas a
37°C
Incubacidn con anticuerpo(s) primarios (en tampon de
anticuerpos: PBS; 0,2% Tween®20; 3% suero de
caballo; 5% DMSO), 72 horas a 37°C

= Anti-Sox2 (Seven Hills Bioreagents,

WRAB-1236).

5 lavados de 45 minutos a temperatura ambiente. Se
utiliza tampdn de lavado: PBS + 0,2% Tween®20.
Incubacion con anticuerpo(s) secundarios (en tampon
de anticuerpos), 72 horas a 37°C
5 lavados de 45 minutos a temperatura ambiente. Se
utiliza tampdn de lavado.

o Etapa 3: Clarificado: (Todos los pasos de esta etapa se

llevan a cabo en oscuridad, con rotacion y a temperatura
ambiente)

o

@)
@)
@)

Metanol al 50% en PBS, 45 minutos
Metanol al 70% en PBS, 45 minutos
Metanol 100%, 45 minutos
VISIKOL® HISTO1™ O/N
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o VISIKOL® HISTO2™ al menos durante 6 horas. La
muestra se conserva en este medio hasta su
visualizacion en el microscopio.

7.2.iDISCO

iDISCO esté englobado dentro de los métodos organicos. Se trata
de una adaptacion de otros protocolos para facilitar el trabajo relativo
a los procesos de clarificado y tincién con anticuerpos, ademas de
acelerar la obtencion de la muestra completamente preparada (203).

iDISCO presenta variaciones en su protocolo en funcion del tipo de
muestra con la que se esta trabajando. En nuestro caso se eligid el
protocolo aplicable a muestras de tamafio igual o menor al de un
embrion de raton en E15, que es el siguiente:

e Etapa 1: Permeabilizacion y blogueo:

o Las muestras se incuban en tampén PBSG-T durante
48 horas a temperatura ambiente y en agitacion
(Tampén PBSG-T: PBS 1X; 0,2% gelatina; 0,5%
Triton X-100).

e Etapa 2: Marcaje con anticuerpos:

o Las muestras se incuban con los anticuerpos primarios
en tampén PBSG-T + saponina 10 mg/ml. Esta
incubacion se realiza durante 7 dias a 37°C en
rotacion.

= Anti-Sox2 (Seven Hills Bioreagents,
WRAB-1236).

o Posteriormente, las muestras se lavan con tampdn
PBSG-T durante 24 horas, a temperatura ambiente y
en rotacion. Es recomendable cambiar el tampon
PBSG-T al menos 6 veces durante la etapa de lavado.

o Las muestras se incuban con los anticuerpos
secundarios en tampon PBSG-T + saponina 10 mg/ml.
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Esta incubacion se realiza durante 2 dias a 37°C en
rotacion.

o Posteriormente, las muestras se lavan con tampon
PBSG-T durante 24 horas, a temperatura ambiente y
en rotacion. Es recomendable cambiar el tampon
PBSG-T al menos 6 veces durante la etapa de lavado.

e Etapa 3: Inclusién en agarosa:

Esta etapa es totalmente opcional y depende del tipo de muestra
con la que se estd trabajando. Como la hipofisis es un 6érgano muy
pequefio, si que se implemente esta etapa en el protocolo. Para ello se
genera un gel de agarosa al 1% en TAE 1X en el que se sumerge la
muestra cuando la agarosa no esta todavia gelificada, pero si que se
haya enfriado y al tacto no queme. Si la agarosa estd muy caliente en
el momento de incluir el 6rgano, puede afectar a la fluorescencia.

e Etapa 4: Clarificado (Basado en el uso de metano, adaptado
de iDISCO+):

o La muestra se deshidrata pasandola por las siguientes
soluciones (todas las incubaciones son de una hora a
temperatura ambiente):

= Metanol al 20% en PBS
= Metanol al 40% en PBS
= Metanol al 60% en PBS
= Metanol al 80% en PBS
= Metanol 100%
= Metanol 100%

o Posteriormente las muestras se incuban hasta el dia
siguiente en una solucion compuesta por 1/3 de
metanol y 2/3 de diclorometano (Sigma, 34856).

o Para eliminar los restos de metanol, se incuba en
diclorometano 100% durante 30 minutos.

o Finalmente, la muestra se incuba en Dibenzyl Ether
(Sigma, 108014) 100% hasta que la muestra este
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completamente trasparente. Este paso puede durar
varias horas, por lo que es recomendable incubar
minimo hasta el dia siguiente.

7.3. X-CLARITY

El método acuoso X-CLARITY permite obtener érganos y tejidos
transparentes tras eliminar los lipidos gracias a un flujo constante de
una solucién de detergente a la que se aplica una corriente eléctrica.
La estructura tisular no se altera debido a la generacién de una matriz
de hidrogel que permite mantener la arquitectura celular gracias a que
las macromoléculas se mantienen unidas en la matriz. Se trata de un
método de clarificado comercial, rapido y reproducible.

El protocolo de clarificado mediante X-CLARITY es el siguiente:

e Etapa 1: Generacion de la matriz de hidrogel:

o Se lavan las muestras en un tubo eppendorf de 2 mL
(2 veces, 60 minutos)

o Incubacion de las hipdfisis en solucion de hidrogel a
4°C durante 24 horas.
La solucion de hidrogel se prepara afiadiendo una solucién
al 25% de iniciador de polimerizacion VA-044 (Logos
Biosystems, C13106) en proporcion 1:100 a la solucion de
hidrogel X-CLARITY (Logos Biosystems, C13103). En
este paso es importante llenar el tubo completamente con
la solucidn de hidrogel, ya que el aire dificulta la posterior
polimerizacion.

o Polimerizacion del hidrogel durante 3 horas a 37°C.

o Se agitan las muestras para favorecer la correcta
distribucion del gel dentro del tejido.

o Como el hidrogel X-CLARITY solo contiene
acrilamida (y no bis-acrilamida), no polimeriza fuera

123



ALBERTO PRADILLA DIESTE

de la muestra. Por lo que este se retira y se enjuaga la
muestra 3 veces con PBS 1X.
e Etapa 2: Clarificado:

o Para esta etapa las hipofisis se trasladan a un soporte
de muestras adaptado para el sistema X-CLARITY y
se introducen en el sistema de clarificado X-
CLARITY™ Tissue Clearing System Il (Logos
Biosystems, C30001)

o El clarificado se realiza en dos etapas diferentes:

» Clarificado activo: Bombeo constante de
solucion Clearing solution (Logos Biosystems,
C13001) a 40 r.p.m. durante 36 horas a 37°C. Se
aplica una corriente eléctrica constante de 1,2 A.

= Clarificado pasivo: Bombeo constante de
solucion Clearing solution a 40 r.p.m. durante
12 horas.

o Una vez el paso de clarificado ha terminado, las
muestras se devuelven al tubo eppendorf de 2 mL y se
enjuagan 5 veces con PBS 1X.

o Es fundamental eliminar los restos de SDS que
puedan quedar, ya que este compuesto dificulta el
marcaje con anticuerpos. Para ello las muestras se
incuban en agitaciéon suave durante 24 horas a
temperatura ambiente.

e Etapa 3: Marcaje con anticuerpos:

o Permeabilizacion durante 24 horas a 37°C con
agitacion suave. (Tampon de permeabilizacion: PBS +
0,1% Triton X-100).

o Incubacién con anticuerpo primario en tampon de
anticuerpos, 72 horas a 37°C con agitacion suave.
(Tampdn de anticuerpos: 6% BSA, 0.1% Triton
X-100, 0.01 Azida de sodio en PBS).
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= Anti-Sox2 (Seven Hills Bioreagents,
WRAB-1236) 1:2000.
= Anti-GH (NIDDK, AFP-C11981A) 1:500.

o Las muestras se lavan con tampén de lavado un total
de 5 veces durante una hora cada vez, a temperatura
ambiente y en agitacion (Tampon de lavado: PBS +
0,1% Triton X-100).

o Incubacion con anticuerpo secundario en tampén de
anticuerpos, 72 horas a 37°C con agitacion suave.

= Durante las ultimas 24 horas de incubacion con
el anticuerpo secundario se aflade DAPI
(1 pg/ml).

o Las muestras se lavan con tampén de lavado un total
de 5 veces durante una hora cada vez, a temperatura
ambiente y en agitacion (Tampon de lavado: PBS +
0,1% Triton X-100).

o Para eliminar sales, las muestras se enjuagan 3 veces
con agua destilada.

e Etapa 4: Montaje e igualacion del indice de refraccion:

o Se incuban las muestras en X-CLARITY mounting
solution (Logos Biosystems, C13101) durante 2 horas
a 37°C.

o Se retira el medio de montaje y se afiade medio
fresco, incubar O/N a 37°C

» Las muestras se pueden mantener en esta
solucion durante una semana a 4°C.
Exposiciones mas largas pueden provocar
pérdida de fluorescencia.
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7.3.1. Adaptacion de la preparacion de las muestras al protocolo
X-CLARITY

El protocolo de X-CLARITY incluido en la seccion 7.3. utiliza
muestras que han sido perfundidas como se explica en la seccion
1.7.3. Modificaciones en la etapa de perfusion de los ratones pueden
llevar a conseguir muestras de mayor consistencia. Todas las
modificaciones que se probaron estan asociadas al paso de la fijacion,
y son las siguientes:

e Fijacion con formalina tamponada al 10%, acrilamida al
4%, Dbis-acrilamida al 0,05% e iniciador de Ia
polimerizacion al 0,25%.

e Fijacion con formalina tamponada al 10%, acrilamida al
4%, bis-acrilamida al 0,025% e iniciador de la
polimerizacion al 0,25%.

e Fijacion con formalina tamponada al 10%, acrilamida al
4%, bis-acrilamida al 0,0125% e iniciador de la
polimerizacion al 0,25%.

e Fijacion con formalina tamponada al 10%, acrilamida al 4%
e iniciador de la polimerizacion al 0,25%.

7.4. OBSERVACION Y ANALISIS DE LAS MUESTRAS

Una vez las muestras han sido tefiidas y se ha completado el
clarificado, estas se incuban en la solucién en la que van a ser
observadas y de esta forma se iguala el indice de refraccion de la
muestra con el del liquido y se reduce la refraccién de la luz. Para la
observacién muestra se ha de sumergir en una cubeta con 200mL del
liquido.

El paso final en el protocolo de iDISCO consiste en la incubacion
del compuesto en DBE, el cual tiene indice de refraccion de 1,56. La
observacion de las muestras se realiza también en este medio, por lo
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que la muestra puede ser observada en el microscopio Light-Sheet sin
necesidad de afiadir ningln paso adicional en el protocolo.

En el caso de las muestras clarificadas con VISIKOL, el ultimo
paso es una incubacion en el medio VISIKOL® HISTO2™, pero no es
posible rellenar la cubeta con este medio. El indice de refraccion del
medio de VISIKOL es 1,53 y un compuesto con un indice de
refraccion parecido es el DBE, cuyo indice de refraccion es 1,56. No
es el medio Optimo, pero se puede disminuir el efecto de esa
diferencia en el indice de refraccion incubando la muestra en DBE
antes de ser llevada al microscopio Light-Sheet.

La incubacion final en el protocolo X-CLARITY se hace en un
medio de montaje especifico de este método, pero llenar la cubeta con
este medio dispara los costes de la técnica. En lugar de utilizar el
medio de montaje de X-CLARITY, que tiene un indice de refraccion
de 1,46, se utilizé una mezcla de 2,2"-Tiodietanol (Sigma, 166782) al
63% (peso/peso) en PBS 1X. El indice de refraccion de esta solucion
es 1,459, una diferencia minima que puede solventarse sin dificultades
incubando la muestra en esta mezcla un minimo de 6 horas antes de
ser visualizada en el microscopio.

El microscopio Light-Sheet es un Ultramicroscope Il (Miltenyi)
con dos posibles configuraciones:

e Objetivo 2X (Olympus MVPLAPO) con un sistema macro
(Olympus MV X-100 zoom) y una camara CMOS (Andor
Neo NEOCM), con rango de magnificacion de 0,63X
hasta 6,3X.

e Objetivo 12X MI PLAN con corrector del indice de
refraccién y una camara CMOS (Andor Neo NEOCM)
con rango de magnificacién desde 7,2X hasta 30X.
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8. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico de los datos obtenidos se utiliza el
programa de analisis Graphpad Prism 8.0.1. (San Diego, USA,
www.graphpad.com). Los datos que, por fallos durante el proceso
experimental, o aquellos cuya desviacion es superior al doble de la
desviacion estandar son excluidos del analisis estadistico. En todos los
andlisis se considera una diferencia estadisticamente significativa
cuando la probabilidad es *p<0,05, **p<0,01 y ***p<0,001,
*HA%p<0,0001.

Para los experimentos in vivo se ha intentado reducir al minimo el
nimero de animales utilizados en los procedimientos, aplicando el
principio de las 3R en la medida de lo posible. Por ello se ha
procurado incluir entre 3 y 5 animales por grupo. En los experimentos
que conllevan un seguimiento en peso y talla del animal, los que
permiten la obtencion de muestras (suero) antes del sacrificio o
aquellos que implican la medida de las diferentes caracteristicas
fisicas, se han utilizado entre 8 y 12 animales por grupo. Los
experimentos in vitro se realizan como minimo 3 veces con al menos
3 replicados por cada grupo o condicion. Los datos obtenidos tras los
procedimientos se representan como la media de los grupos * error
estandar de la media (SEM).

8.1. TEST DE NORMALIDAD

Para analizar los datos, es necesario en primer lugar conocer qué
tipo de analisis se ha de utilizar, y para ellos los datos se someten a un
test de normalidad. En funcion del tamafio de muestra es necesario
aplicar un test de normalidad especifico. Para un grupo de menos de 6
muestras se utiliza el test de Kolgomorov-Smirnov, y para tamafios
muestrales méas grandes (de entre 7 y 20) se utiliza el test de Shapiro-
Wilk. Si la poblacidn se ajusta a una distribucion normal o Gaussiana,
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se utilizan test paramétricos. Y si por el contrario no se ajusta, se
utilizan test no paramétricos.

8.2. TEST PARAMETRICOS

Para aquellos datos que se ajustan a la normalidad, se utiliza el
t-test o t de Student. Que permite compara las medias de poblaciones
independientes incluso en aquellos casos en los que el tamafio
muestral es reducido (menor de 5). En los andlisis llevados a cabo en
este trabajo se ha utilizado el contraste de hipoétesis bilateral (o de 2
colas).

Para las comparaciones entre mas de dos grupos se utilizo el test
estadistico One Way Anova (Anova de una via), seguido del test de
Tukey que compara todas las medias entre si.

8.3. TEST NO PARAMETRICOS

Para aquellos conjuntos de datos cuya distribucion no se ajusta a
la normalidad se utiliza el test de Mann-Whitney, para comparar la
media o la mediana.

Para las comparaciones de mdltiples grupos de datos cuya
distribucion no se ajusta a la normalidad se aplico el test de Kruskal-
Wallis seguido del test de Dunn para comparaciones maltiples.

8.4. TEST DE MULTIPLES FILAS

En las curvas de crecimiento se utilizo el analisis de la t de
Student para comparaciones mdltiples corregido con el método de
Bonferroni-Dunn.
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1. CARACTERIZACION DEL MODELO Gfra2-KO

Las células madre de la hipofisis postnatal se encuentran
agrupadas en dos lineas alrededor de la zona marginal, en la Gltima
capa de células de la adenohipofisis y del 16bulo intermedio. Estas
células estan definidas por la expresion de uno marcadores
especificos, que son Gfro2, Propl y marcadores de células madre
como Sox2, Sox9 o KIf4, y recibieron el nombre de GPS. Ademas,
también existe una poblacion de células positivas para Sox2 y Sox9
dispersa por la adenohipofisis. También se conoce que en el nicho de
células madre estan expresados Ret y el resto de los co-receptores de
la familia Gfra. La via de sefializacion mediada por Ret es de gran
relevancia en la adenohipofisis para mantener el balance entre la
supervivencia y apoptosis de las células somatotropas, que son las mas
abundantes.

La relevancia de esta proteina en la hipofisis no se conoce mas
alla de su relevancia como marcador de las células del nicho
hipofisario. Por ello, el objetivo principal de esta tesis doctoral es
dilucidar la importancia de GFRo2 en la fisiologia de la hipdfisis.

Se han publicado dos modelos de raton KO para Gfro2 global. El
primero de ellos en el grupo de Matti Airaksinen, (Universidad de
Helsinki, Finlandia) y el segundo de ellos en el grupo de Jeffrey
Milbrandt (en la Universidad de Richmon, Virginia, Estados Unidos).
La estrategia seguida por ambos grupos es diferente, ya que el raton
generado en el grupo de Airaksinen tiene su primer exén interrumpido
por una secuencia de neomicina (65) y el raton KO de Milbrandt tiene
el primer exdn interrumpido por un gen que codifica para EGFP (204).
Sin embargo, los dos coinciden en un fenotipo de disminucion de la
inervacion colinérgica en el aparato gastrointestinal (plexo
mientérico), y las glandulas salivares (68). Un segundo fenotipo en
comun entre ambos modelos es la diferencia en peso corporal, ya
detectada en el trabajo original de 1999 donde también se midid
longitud del cuerpo y se encontrd que habia una diferencia descriptiva
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de un 10-15%, sin mostrar los datos. Esta diferencia fue estudiada mas
en detalle, desde 3 gramos al comienzo de la pubertad (dia postnatal
19), hasta méas de 8 gramos en adulto joven (dia 62) (68), certificando
los datos originales en adulto (dia 150) (65). La diferencia detectada
en peso solo mejora muy ligeramente con una dieta blanda y himeda
que compensaria la falta de peristaltismo (68, 205).

Los dos grupos, especialistas en el estudio del sistema RET-
GFRa en el sistema nervioso explicaron el fenotipo de crecimiento-
peso por la afectacion del sistema parasimpatico mientérico (65, 68),
con ausencia de las neuronas mientéricas inervadas por el vago en el
intestino y pancreas exocrino por falta de respuesta a la Neurturina
(204). Esto llevaria a peristaltismo reducido, y déficit de la secrecién
exocrina del pancreas. Se estudiaron algunos parametros metabélicos
como metabolismo basal (aumentado en el KO), que estd asociado a
un mayor consumo de alimento y agua, y menor grasa gonadal en
hembras (68).

Hay una cierta diferencia entre los dos grupos con relacion a la
inervacion enteroendocrina. El grupo de Airaksinen no encuentran
diferencias (65, 68), mientras que el grupo de Brubaker encuentra
diferencias significativas en la poblacion positiva Sinaptofisina, y falta
de respuesta peristaltica al GLP1 y GLP2 en el raton KO (205).

La hipdtesis que se plantea en la presente tesis doctoral es que la
ausencia de Gfra2 de las células del nicho hipofisario (poblacién GPS)
tenga un efecto en el desarrollo postnatal de la hipofisis, dando lugar a
un fenotipo de enanismo hipofisario.

En consecuencia, el primer paso que se dio fue determinar la
validez del modelo para el estudio de Gfro2 en la hipofisis. Y para
ello, se estudio la expresion de Gfra2 y la proteina Gfro2 en extractos
de hipofisis de animales de cepa Gfra2-KO criada en un fondo
genético C57BL/6 exclusivamente, frente a los establecido
anteriormente en un fondo C57BL/6 y 129/Sv.
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1.1. EXPRESION DEL GEN Gfra2 EN EL RATON KO PARA
Gfra2

Se comenzo estudiando la expresion del ARN de Gfro2 mediante
PCR. Se disefiaron cebadores que permitian amplificar secuencias de
ARN exclusivas de cada una de las 3 isoformas (Figura 11A). Para
ello, se amplifico el final del exdn 1 y el final del exon 2 para la
deteccion de la isoforma 201 o canodnica. La isoforma 203 o mediana
se detectd mediante amplificacion del exdn 1y principio del exén 2
propio de esta isoforma (que coincide con el exén 4 de la primera,
pero no se produce amplificacion) y finalmente la isoforma 202 (o
corta) se amplifico utilizando cebadores que hibridasen en el primer
exon de esta isoforma (exclusivo de la isoforma 202) y un cebador
reverso que hibrida con el exon 2 de esta isoforma, aunque es comun
para las isoformas 201 y 203.

La isoforma 201 se detectd Unica y exclusivamente en el raton
con genotipo WT, pero no fue posible detectarla en el ratén KO. La
secuencia de union del cebador directo coincide con la parte
knockeada del gen, por lo que no se produce hibridacion de este
cebador (Figura 11B). Al igual que ocurre con la isoforma principal,
la isoforma 203 0 mediana solo se puede detectar en el raton WT, pero
no se detecta banda amplificada en el KO (Figura 1B). Finalmente, la
isoforma 202 (corta) fue detectada en el control positivo de esta
isoforma (muestra de testiculo de ratdn) en el peso esperado, 152
pares de bases. Sin embargo, esta banda no se detecta ni en el ratdn
WT ni en el raton KO, pero si que se encontré una banda de un peso
superior (387pb) en ambos genotipos.
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Con estos resultados es posible afirmar que las isoformas 201 y
203 no estan presentes en el raton KO, y que aparece una isoforma
alternativa a la 202 en ambos genotipos.

A

Mutacion Gfra2

Isoform3201|1l—|2 s H 4+ —— 5 He H7 H 8 H 9 |

—_—  —

Isoforma 203 E 1 2 | {3H4H5Hﬁ
g ‘®
@—L_zHaH4H5}—E
B

Isoforma 201 _«|114pb

WT KO T

Isoforma 203h i a [102pb

WT KO T
-— e 387pb
S [152pb

Figura 11. Isoformas del gen Gfra2. A) Esquema de la secuencia de DNA de las
diferentes isoformas del gen Gfra2. Imagen creada por Alberto Pradilla utilizando
el programa BioRender B) Deteccion del ARNm de las diferentes isoformas de Gfra2
en hipofisis de ratones WT y KO de la cepa KO para Gfra2. n=1.

Isoforma 202

1.2. EXPRESION DE LA PROTEINA Gfro2 EN EL RATON KO

El siguiente paso fue determinar la expresion de la proteina Gfro2
en nuestro modelo animal. Para ello se analizo su expresion mediante
Western Blot y se determind la distribucién de esta en la hipdfisis
mediante inmunofluorescencia.

Las 3 isoformas de Gfra2 se diferencian en parte de la secuencia
correspondiente a la region N-Terminal. Mientras que la isoforma 201
tiene una longitud total de 464 aminoacidos, la isoforma 202 esta

136



RESULTADOS

formada por una cadena de 309 amino&cidos (la cadena varia respecto
a la isoforma principal, tienen una homologia del 40%, que va del
amino&cido 266 hasta el 436 de la isoforma canonica) y la isoforma
203 tiene una longitud de 331 aminodcidos (carece de la secuencia que
va del aminoécido 14 al 118).

Para la deteccidn de las diferentes isoformas de Gfra2 mediante
Western Blot se utilizaron los siguientes anticuerpos:

e Anticuerpo policlonal de cabra (R&D Biosystems, AF249) que
fue producido contra un epitopo que abarca desde los
aminoacidos 22 hasta el 441 de la proteina candnica. Este
anticuerpo reconoce la isoforma 201, pero la homologia del
epitopo con las otras isoformas es del 40% con la 203 y del
70% con la 202.

e Anticuerpo policlonal de conejo (Invitrogen, PA5-19874) (5)
gue reconoce una secuencia de aminoacidos localizada en la
parte C-Terminal de Gfra2, este epitopo consta de 50
aminoéacidos que van del 360 hasta el 410, y es comun a las 3
isoformas.

Ambos anticuerpos son validos para detectar la isoforma 201, tal
y como se demuestra en Figura 12A y 12B. Con el anticuerpo
policlonal de cabra fue posible detectar Gfra2 exclusivamente en las
muestras de ratones con genotipo WT, pero no aparece banda para los
ratones KO (Figura 12A). Del mismo modo, el anticuerpo policlonal
de conejo solo reconoce a Gfra2 en las muestras de ratones WT, pero
no hay sefial para los KO (Figura 12B). Estos resultados demuestran
que la expresion de la isoforma canonica de Gfra2 estda totalmente
anulada en el raton KO.

137



ALBERTO PRADILLA DIESTE

A Serina de
anclaje
GIcNA(I: GIcNAtI GIcNAi GPI
Isoforma 201 | [————— e ]
Serina de
anclaje
4 118 GlcNAc GlcNAc GPI
| I
Isoforma 203 —— | |
GIcNAtlz GlcNA
Isoforma 202 [ e | |
266 436
I:l Isoforma 201 y secuencias comunes
en las isoformas 202 y 203 i RE&D Biosy AF249
D Péptido senal i itrogen, PAS-19874
i Atlas antibodies, HPAD24704
|:| Eliminado en farma madura
Gfra2 Gfra2
wWT KO C wr ko
|55 kDa s ] ‘ 55 kDa
. |40kDa Gfra2[l * = ~= ~==|40kDa
35kDa 4 = = |35 kDa

§5 kDa

!

Tubulinal.-..- | 55 kDa B-Actina| =

Figura 12. Isoformas de Gfra2. A) Esquema de las 3 isoformas de la proteina Gfra2
que incluye las diferencias en la secuencia de las 3 isoformas, los lugares de corte y
de modificaciones post-traduccionales y finalmente la secuencia reconocida por los
3 anticuerpos anti-Gfra2 utilizados. Imagen realizada por Alberto Pradilla
utilizando el programa BioRender. B) y C) Imagenes representativas de la deteccion
de la isoforma canonica de Gfra2 en animales WT y KO mediante Western Blot. B)
Deteccion mediante el anticuerpo policlonal de cabra, como control de carga se
utilizé tubulina, n=3. C) Deteccion mediante el anticuerpo policlonal de conejo
Estos resultados fueron obtenidos en un set de datos anterior y se utilizo B-Actina
como control de carga, n=2.

El siguiente paso fue estudiar si existe una diferencia en la
distribucién de Gfra2 en el raton KO. Para ello se realizaron tinciones
en secciones de hipofisis de ratdn incluidas en parafina. El anticuerpo
policlonal de cabra empleado en la deteccién de las isoformas en
Western Blot no esté validado para ser usado en inmunofluorescencia,
pese a ello, se decidié probarlo en diferentes condiciones en secciones
de parafina, pero se comprobd que no era valido puesto que no se
detecto Gfro2 ni siquiera en el ratdbn WT. Por ello los anticuerpos
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utilizados para estudiar la distribucion de Gfro2 en el modelo
Gfro2-KO fueron los siguientes:

e Anticuerpo policlonal de conejo (Invitrogen, PA5-19874),
previamente descrito.

e Anticuerpo policlonal de conejo (Atlas antibodies,
HPA024704) que reconoce una secuencia de aminoacidos
localizada en la parte N-Terminal de Gfra2. El epitopo
reconocido por este anticuerpo es una secuencia de 73
aminoacidos que va del 22 al 94, que solo esta presente en la
isoforma principal.

Debido a que Gfra2 es una proteina que en hipofisis esta
expresada exclusivamente en el nicho de células madre, se realizd una
tincién doble para detectar la proteina de interés y citogueratinas, cuya
expresion en las células epiteliales estd demostrada. Se utilizd el
anticuerpo de DAKO validado para diagndstico clinico (IVD), que es
una mezcla de dos anticuerpos monoclonales de raton, AE1 y AE3,
gue son capaces de detectar un amplio rango de citoqueratinas, CK1-8
y 10, 13-16 y 19. No detecta las CK12,17 y 18.

El anticuerpo C-Terminal marca Gfra2 en la poblacion de células
madre del nicho tanto en el ratdn WT como en el KO (Figura 13A), y
su expresion esta restringida exclusivamente a la Gltima linea de
celulas que bordea la zona marginal, co-expresando citoqueratinas (5).
Por el contrario, el anticuerpo N-Terminal solo detecta Gfra2 en nicho
del ratdbn WT y no se detecto sefial en los animales KO (Figura 13B).
También esta reconociendo Gfra2 solo en células positivas para
citoqueratinas (5).

Combinando los resultados obtenidos a partir de las tinciones
observadas con ambos anticuerpos, se confirma lo previamente
visualizado mediante Western Blot. La isoforma candnica esta
completamente eliminada en el ratobn KO, ya que no la detecta el
anticuerpo N-Terminal (Figura 13B), pero la expresion de las
isoformas no canonicas se mantiene en el nicho de células madre de
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estos animales (el anticuerpo N-Terminal no las reconoce, pero si que
pueden detectarse con el anticuerpo C-Terminal).

A Gfra2 Gfrcx2 IDAPI

Gfra2 Gfra2/ /IDAPI

Figura 13. Tincion para Gfra2 en secciones de parafina de ratones WT y KO para
Gfra2. Co-expresion de Gfra2 (rojo) y citoqueratinas (verde) en el nicho de células
madre. A) Deteccion de Gfra2 utilizando un anticuerpo que reconoce parte de la
secuencia C-Terminal. B) Deteccion de Gfra2 utilizando un anticuerpo que
reconoce la parte N-Terminal de Gfra2. n=2. (AP: Adenohipdfisis, IL: Lobulo
intermedio).
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Los resultados previamente obtenidos confirman que el raton KO
para Gfra2 no expresa la proteina candnica en el nicho de células
madre. Esta proteina canonica es la Unica que contendria la sefial en el
reticulo endoplasmaético para unirse al fosfatidil inositol en el enlace
GPI, y, por lo tanto, localizarse en la capa lipidica extracelular de la
membrana plasmatica para funcionar como co-receptor de Ret. Por lo
que la hipofisis podria estar implicada parcial o directamente en el
fenotipo de este raton.

2. FENOTIPO GENERADO EN ANIMALES KO
PARA Gfro2

2.1. ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS FISICAS EN EL
MODELO Gfra2-KO

Una de las caracteristicas que se habian descrito anteriormente
sobre el raton KO para Gfra2 es que tiene un fracaso en el crecimiento
a partir de la segunda semana postnatal (65) debido a un déficit de la
inervacion intestinal parasimpatica y los consiguientes problemas en
el peristaltismo y la absorcién de nutrientes (68). Otro modelo de
animal KO para Gfra2, en el cual el alelo estd sustituido por EGFP,
comparte el fenotipo de fracaso en el crecimiento y alteraciones en el
sistema nervioso autébnomo (205). Sin embargo, en ninguna de las
publicaciones llevadas a cabo por estos grupos de investigacion se
planteo la posibilidad de estudiar un posible fenotipo hipofisario.

Las mediciones fenotipicas iniciales consistieron en el peso y la
longitud de los animales una vez han alcanzado la edad adulta. La
maduracion sexual de los ratones se completa en hembras en torno a
los 35-40 dias de edad, aunque en machos este proceso puede llegar a
extenderse hasta el dia 78-80 (206-209). El crecimiento longitudinal
acompana a la maduracion sexual con un ligero retardo. Por eso se ha
considerado en este trabajo a los ratones de al menos 3 meses de ida
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como adultos jévenes. Debido a ello, pero se considera que llegan a la
edad adulta una vez cumplen los 3 meses de vida. Por ello, las
medidas se realizaron en animales de entre 90 y 100 dias para asegurar
que el crecimiento longitudinal habia alcanzado su maximo.

En la figura 14 se muestra que existe una reduccion del peso y la
longitud tanto en machos como en hembras una vez alcanzan la edad
adulta. La longitud media en hembras adultas es de 94,75mm para las
WT y 87,25mm en hembras KO (Figura 14A), lo que supone una
reduccion del 8,6% de la talla. En machos esta reduccion es del
10,1%, ya que la media de longitud es 99mm para los animales WT y
89,9mm para los KO (Figura 14B). La reduccion en el peso es mas
acusada, ya que la media en las hembras KO esta reducido en un
25,7% respecto al de las WT (WT: 22,25g; KO: 17,7g). En machos
esta reduccion en el peso es del 23% (WT: 29,12g; KO: 23,67Q).

Se compararon también las medidas del peso de los ratones con
genotipo heterocigoto (HZ) con los WT y los KO, encontrando que
estos animales poseen un peso y longitud como los WT (no se
encontraron diferencias significativas) ni en machos ni en hembras
(Figura 14A 'y 14B). Si que existen diferencias significativas en peso
y longitud de los ratones HZ cuando se comparan con los KO (Figura
14A'y 14B).

Las medidas recogidas no parecen indicar que se esté produciendo
un retraso en el crecimiento de los ratones, ya que una vez alcanzada
la edad adulta siguen existiendo diferencias significativas en la
longitud de los animales KO respecto a los WT, incluso cuando el
crecimiento longitudinal ya se ha detenido.

Sin embargo, para valorar si se produce un retraso en el
crecimiento, se realizd un seguimiento del peso y la longitud de los
ratones desde la tercera semana hasta la edad adulta. Estos datos de
monitorizacidn permitieron completar las curvas de crecimiento de los
animales (Figura 15).
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Figura 14. La ausencia de Gfra2 resulta en una disminucion significativa de la
talla y el peso en ratones adultos mantenidos en fondo C57BL/6. Las graficas
muestran la comparacion de la longitud y el peso entre animales WT, KO y HZ,
tanto en hembras (A) como en machos (B) entre 90 y 120 dias. Los datos estan
representados en un diagrama de cajas (media, percentiles 25% y 75% y los valores
individuales). n=17-18 para longitudes y n=21-29 para pesos, n=8 para
heterocigotos. El método estadistico utilizado en la comparacion de los valores
medios entre WT y KO es One Way Anova ordinario seguido de un test de Tukey
(para las medidas del peso), o el test de Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn
para comparaciones multiples. **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Figura 15. Curvas de crecimiento en ratones WT y KO para Gfra2 con fondo
genético C57BL/6 desde el destete hasta la edad adulta. Medidas de longitud (A)
y peso (B) en ratones WT y KO de ambos sexos desde la tercera semana hasta la
edad adulta. Los datos estan representados como la mediazSD. n=10 para
longitudes y n=15 para pesos. El analisis estadistico utilizado es la t de Student
para comparaciones multiples corregido con el método de Bonferroni-Dunn.
****p<0,0001.

Estos resultados indican que la diferencia en el tamafio comienza
a establecerse desde las primeras fases del crecimiento longitudinal
dependiente de la GH hipofisaria (en torno a la semana 2 postnatal) y
se acentla durante la maduracion sexual manteniéndose hasta en la
edad adulta. No hay un retraso en el desarrollo, si no que se observa
que las curvas de crecimiento no llegan a converger nunca. En bases a
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estos resultados se observa que, en estos ratones, la ausencia no de
Gfro2 no produce un crecimiento retardado y en su lugar se genera un
fenotipo de Enanismo. EIl enanismo tiene varias causas de origen que
incluyen afectacion de genes relacionados con talla baja gestacional,
el desarrollo musculo esquelético, causas endocrinas hipofisarias y no
hipofisarias como el hipotiroidismo primario, y alteraciones
cromosOmicas (210). Al tratarse de un modelo genético criado en
camadas de heterocigotos, se pueden descartar las alteraciones
cromosOmicas. Y al comenzar a establecerse a partir de la semana 2
postnatal, se descarta un fenotipo de talla baja gestacional. EI hecho
de que la dieta himeda so6lo recuperase un pequefio porcentaje del
valor del peso (68), nos llevaba a pensar que la causa real pudiera ser
endocrina y no digestiva.

Se realizaron medidas de diferentes caracteristicas fisicas que
estan establecidas como marcadores del eje GH/IGF-1 en roedores
(199, 211, 212).

Una de las caracteristicas que define el enanismo y que ademas
permite clasificarlo es la longitud de las extremidades y su proporcién
al tronco. Se midio la longitud de la tibia, las manos y los pies en el
modelo KO para Gfro2, y en todas las mediciones se puede observar
una reduccion del tamafio en comparacion a sus congéneres WT, tanto
en hembras (Figura 16), como en machos (Figura 17).

Otros rasgos dependientes del eje GH/IGF-1 son la longitud y
anchura de la cabeza, longitud de la mandibula, diametro de la oreja e
incisivos (tanto inferiores como superiores). El tamafio de todos ellos
presenta una disminucion significativa en los animales KO al
compararlos con los comparieros de camada WT (Figuras 16 y 17).

La reduccion proporcionada de todos los rasgos estudiados,
sumada a las diferencias en talla y peso que pueden observarse
cuando se comparan animales de ambos genotipos caracterizan un
fenotipo de enanismo proporcionado, reafirmando la hip6tesis de
que se trata de un fenotipo endocrino.
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Figura 16. Comparacién en ratones hembra WT y KO para Gfra de las
caracteristicas fisicas relacionadas con la accion del eje GH/IGF-1. Los datos
estan representados en diagramas de cajas (media, percentiles 25% y 75% y los
valores individuales). n=12 para todos los grupos. El analisis estadistico aplicado es
la t de Student. *p=<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Figura 17. Comparacion en ratones macho WT y KO para Gfra de las
caracteristicas fisicas relacionadas con la accion del eje GH/IGF-1. Los datos
estan representados en diagramas de cajas (media, percentiles 25% y 75% y los
valores individuales). n=12 para todos los grupos. El analisis estadistico aplicado es
la t de Student. ***p<0,001; ****p<0,0001.
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2.2. LA HIPOFISIS EN EL MODELO KO PARA Gfro2 CON
FONDO GENETICO C57BL/6

El fenotipo encontrado era compatible con un enanismo
endocrino. Las causas principales son etiologia hipofisaria, déficit del
eje GH/IGF-1 o hipopituitarismo general, o etiologia tiroidea. Se
estudio entonces, el 6rgano de interés en este proyecto, la hipdfisis.

El tamafio de la hipdfisis de los animales KO presenta una
reduccién significativa del tamafio de este Organo respecto a sus
hermanos de camada WT, esta reduccion del tamafio se mantiene en
ambos sexos (Figura 18A).

A partir de secciones centrales de hipofisis incluidas en parafina y
cortadas de forma coronal se calcularon las areas de las 3 partes que
componen este 6rgano tanto en hembras como machos de genotipo
WT y KO. Se encontr6 que se produce una disminucion
proporcionada del area de las 3 partes en hembras (Figura 18B) y en
machos (Figura 18C) KO respecto a sus comparieros de camada WT,

Se calculd también el volumen (53) de la adenohipdfisis de
ratones WT y KO de ambos sexos, y el resultado obtenido es el mismo
que el previamente observado en las areas, los ratones con genotipo
KO tienen una hipdfisis de tamafio reducido respecto a los WT
(Figura 18D).

En la figura 18E se incluye la diferencia en el nimero de células
por adenohipofisis de ratones adultos (hembras y machos juntos) de
ambos genotipos. El tamafio reducido de la hipofisis de los ratones
KO para Gfra2 se traduce en una disminucion en el nimero de células
de esta glandula (Figura 18E).
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Figura 18. Diferencia en el tamafno de la hipofisis entre ratones WT y KO.
A) Fotografia de la cabeza en la que se puede observar la hipofisis en la silla turca.
En la fotografia de la izquierda estan comparadas las hipofisis de una hembra WT y
una KO y a la derecha la comparacion entre machos en ambos genotipos.
Representacion del valor medio del area de la AP, IL y NP de hembras (B) y machos
(C) de ambos genotipos, n=5. D) Representacion del valor medio del volumen de la
adenohipofisis de ratones WT y KO. n=3-4 E) Contaje del nimero de células de
secciones de hipofisis de raton WT y KO adultos (hembras y machos) n=8. El analisis
estadistico aplicado es la t de Student. *p<0,05, ***p<0,001. (AP: Adenohipdfisis, IL:
Lobulo intermedio, NP: Neurohipofisis)
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2.3. CONFIRMACION DEL MODELO KO PARA Gfra2 COMO
ENANO HIPOFISARIO

El siguiente paso fue medir los niveles de IGF-1 en el suero de los
ratones. El IGF-1 circulante es la hormona diana de la GH y su
medicion refleja la actividad del eje GH/IGF-1. GF-1 se libera en el
higado en respuesta a GH, y por consiguiente cambios en IGF-1
estarian proporcionados a cambios en la produccion y liberacion de
GH.

Se observo una reduccion estadisticamente significativa de los
niveles de IGF-1 en suero cuando se comparan los valores obtenidos
en animales WT y KO (Figura 19). Diferencia que es evidente tanto
en hembras como en machos.

IGF-1
© 650 & 6509 n=10
n=13
550 = 550 n=16
n§11
¢ T 2
£ 4504 . £ 4504
c c
350+ 350+
L
250 , . 250 , .
WT KO WT KO

Figura 19. Medida de los niveles de IGF-1 en suero de ratones de ambos sexos
WT y KO para Gfra2. Los datos estan representados en diagramas de cajas (media,
percentiles 25% y 75% y los valores individuales). n=10-16. El analisis estadistico
aplicado es la t de Student. *p=<0,05.

Una reduccion en los niveles de IGF-1 en suero (Figura 19),
sumada a las diferencias en las mediciones de todas las caracteristicas
fisicas presentadas anteriormente confirman que el ratdbn KO para
Gfro2 posee un fenotipo de enanismo hipofisario. Una de las causas
mas comunes de enanismo es la deficiencia de la hormona de
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crecimiento, pero también pueden darse casos de hipopituitarismo, en
los cuales esta afectada la produccion y liberacién de otro u otros de
los seis tipos de hormonas que se secretan en la adenohipofisis (210).

Otra hormona esencial para el crecimiento postnatal que esta muy
relacionada con el metabolismo es la tiroxina o T4. Esta hormona es el
producto final de la tiroides en respuesta a la TSH, y por consiguiente
esta involucrada en el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides.

Los valores de la hormona T4 libre en suero se mantienen en unos
niveles muy similares en animales de ambos genotipos, y no se
apreciaron diferencias significativas ni en machos ni en hembras
(Figura 20). De esta forma se puede descartar la existencia de un
hipopituitarismo primario como causa del enanismo, pero también un
hipopituitarismo mdltiple, ya que solo se ha detectado una
disminucion aislada de IGF-1.

T4 libre
9 0.55- 6\ 0.50-
n=8 n=8
0.504 0.45-
J 0.45- _ a n=8
T n=8 o
=4 3, 0.40- T
€ 0.40 — c :
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0.30 , : 0.30 , -
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Figura 20. Medida de los niveles de T4 libre en suero de ratones de ambos sexos
WT y KO para Gfra2. Los datos estan representados en diagramas de cajas (media,
percentiles 25% y 75% y valores minimo y maximo). n=8. El analisis estadistico
aplicado es la t de Student. *p=<0,05.
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3. ANALISIS DE LOS NIVELES DE TODAS LA
HORMONAS HIPOFISARIAS EN EL MODELO KO
PARA GFRa2

El siguiente paso tras la confirmacion del fenotipo de enanismo
hipofisario consistio en el analisis de las hormonas producidas en la
adenohipofisis (GH, PRL, ACTH, TSH, FSH y LH). Para ello, se
midieron los niveles de estas seis hormonas suero obtenido a partir de
sangre extraida de la vena facial y en extractos de tejido de hipofisis.
Ademas, se realizaron tinciones de inmunohistoquimica para cada
hormona en una primera serie de ratones (imagenes no mostradas), y
de inmunofluorescencia para comprobar si existen alteraciones en la
distribucion de los cinco tipos de células productoras de hormonas en
la adenohipofisis.

3.1. NIVELES HORMONALES EN SUERO

Las hormonas hipofisarias se secretan en picos, con distinta
frecuencia y amplitud para cada una de ellas. No en todas las
hormonas es relevante fisiolégicamente una medicion en suero.
Algunas hormonas mantienen una concentracion en sangre cuya
medicién es proporcional al funcionamiento hipofisario, por ejemplo,
la TSH, pero otras hormonas como la GH tienen unos picos con
méaximos muy elevados seguidos por areas de muy baja concentracion.
Es bien conocida la dificultad de diagndstico de la patologia secretora
de la GH, ya que sus picos no siguen ritmo, y su frecuencia y amplitud
varia en funcion del sexo o los ciclos diarios (18).

De entre todas las medidas de las hormonas en suero todos los
datos obtenidos (Figura 21A y 21B), no se ha encontrado ninguna
diferencia significativa en PRL, ACTH, TSH o LH, ni en machos ni
en hembras. En FSH encontramos una tendencia a niveles mayores en

152



RESULTADOS

las hembras KO, que pudieran estar en relacion con la infertilidad de
estas hembras en el fondo C57BL/6 comentada anteriormente.

La diferencia mas destacable se encuentra en la GH en machos,
donde se puede observar que los niveles de esta hormona en animales
KO presentan una reduccion estadisticamente significativa de un
factor de 10 respecto al WT (Figura 21B). Por otra parte, la medida
de GH en ratones KO hembras (Figura 21A). Es bien conocido el
dimorfismo sexual en el patréon de secrecién en machos, picos muy
intensos y separados en el tiempo, frente a hembras, picos largos de
menor intensidad y menos separados (18). Esta podria ser la
explicacion a la diferencia en los datos, y la concordancia sélo en
machos con lo obtenido para IGF-1 en ambos sexos (Figura 19).

En este ensayo de medicién multiple, el factor de dilucion
aplicado a las muestras de suero fue el adecuado para la mayoria de
las hormonas, sin embargo, algunos de los valores obtenidos eran
menores que el punto de menor concentracion de la recta patron. Esta
complicaciéon es muy limitante en la medida de TSH en hembras, ya
qgue ninguno de los valores puede ser considerado como valido.
Asimismo, algunos de los valores de las hormonas gonadotropas (FSH
y LH) tampoco pueden validarse por este mismo motivo. La
naturaleza pulsatil de la hormona de crecimiento también presenta
dificultades para ser medida directamente en suero, pero en el caso de
la GH, aunque el rango de valores obtenido es muy amplio, la mayoria
de las mediciones pueden interpolarse en la recta patrén (Figura 21A
y 21B).
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Figura 21. Niveles de las seis hormonas hipofisarias medidas en suero de ratones
de ambos sexos WT y KO para Gfra2. Los niveles hormonales se midieron en
hembras (A) y machos (B). Los datos estan representados en diagrama de cajas
(media, percentiles 25% y 75% y los valores individuales). n=3-8. El analisis
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estadistico aplicado es la t de Student. *p<0,05.
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3.2. NIVELES HORMONALES EN LA HIPOFISIS

Ademés de medir la liberacion de hormonas, también se estudid
la produccion de éstas por parte de las células de la adenohipdfisis y
para ello se utilizo el mismo ensayo multiplex que el empleado con las
muestras de suero. En este caso, las muestras se diluyeron 20 veces.
Se evaluaron extractos de adenohipofisis de 6 animales dentro de cada
uno de los 4 grupos, pero el factor de dilucion limit6 en gran medida
la validez de algunas medidas, ya que no todos los valores de las
diferentes hormonas estan en el mismo rango y no todos los valores
pueden ser interpolados en la recta patron.

La GH en machos presenta una diferencia mas pronunciada que
aquella que puede observarse en el resto de las hormonas. Sin
embargo, la dispersion de los resultados y el hecho de que solo dos
medidas de animales WT pudieran interpolarse en la recta patrén, no
permitieron aplicar un andlisis estadistico (Figura 22 B). La mayoria
de los valores de GH quedan por encima del punto mas alto de la recta
debido a la dilucién de las muestras.

Por el contrario, todos los valores de TSH y LH en machos,
guedaron por debajo del punto mas bajo de la recta patron. En
hembras, si fue posible obtener resultados para TSH y LH (Figura
22A'y 22B).

Respecto al resto de hormonas, la diferencia de medias es
ligeramente inferior en los animales KO para todas las hormonas
(Figura 22A y 22B). Las Unicas que no siguen esta tendencia son la
TSH y la LH en hembras, que ademas de estar ligeramente
aumentadas en el genotipo KO, poseen una muy elevada dispersion en
los datos (Figura 22A). En el caso de TSH y LH en machos, todos los
valores obtenidos para estas dos hormonas quedaron por debajo del
punto mas bajo de la recta patron y por tanto no aparecen en las
gréficas.
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También se realizaron tinciones por inmunofluorescencia para
estudiar la distribucion de los cinco tipos de células endocrinas de la
adenohipofisis. Los marcadores elegidos son: GH (somatotropas),
PRL (lactotropas), subunidad beta de la TSH (tirotropas), ACTH
(corticotropas) y subunidad beta de la LH (gonadotropas) (Figura 23).
Se puede observar, como se habia indicado anteriormente, que el
namero total de células (DAPI+) es menor en los ratones KO para
Gfro2. Ademads, entre la distribucion de los cinco tipos celulares se
puede observar la mayor proporcion de células somatotropas en
machos y mayor proporcion de células lactotropas en hembras
(Figura 23). No se observan variaciones sustanciales en la
distribucion y proporcién de cada uno de los cinco tipos endocrinos
cuando se comparan las fotografias representativas de los grupos WT
y KO (Figura 23).
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Figura 22. Contenido hipofisario de las seis hormonas hipofisarias medidas en
extracto de tejido de hipofisis de machos y hembras de la cepa KO para Gfra.
Los niveles hormonales se midieron en hembras (A) y machos (B). Los datos estan
representados en diagrama de cajas (media, percentiles 25% y 75% y los valores
individuales). n=2-6. El analisis estadistico aplicado es la t de Student. *p<0,05.
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Figura 23. Immunofluorescencia para estudiar la proporcion y distribucion de
los 5 tipos de células endocrinas de la adenohipéfisis de ratones de ambos sexos
WT y KO para Gfra2. Tinciones para células somatotropas (GH), lactotropas (PRL),
tirotropas (TSHB), adenocorticotropas (ACTH) y gonadotropas (LHB). Las cinco
hormonas presentan un marcaje citoplasmatico Fotografias de microscopia confocal
con un objetivo 20X. Las tinciones se repitieron en 3 animales de cada grupo y la
distribucion fue siempre la misma. (AP: Adenohipofisis).
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4. ANALISIS MOLECULAR DE LAS HIPOFISIS DEL
MODELO Gfra2-KO

4.1. Gfra2 Y LA FAMILIA DE CO-RECEPTORES Gfra

La familia de co-receptores Gfra posee 4 miembros entre los que
se encuentra Gfroa2. Cada uno de los 4 co-receptores tiene mayor
afinidad por un ligando especifico, pero estd descrito que existe cierta
promiscuidad y que los co-receptores son capaces de activarse tras la
union a un ligando que no es el principal. Los cuatro ligandos son
GDNF, Neurturina, Artemina y Persefina, que tienen mayor afinidad
respectivamente por Gfral, Gfro2, Gfra3 y Gfro4.

Para determinar si la funcion perdida por parte de Gfra2 en el
modelo de raton KO para Gfra2 esta siendo llevada a cabo por alguno
de los otros tres co-receptores, se estudio la expresion de los mismos y
de los ligandos de los dos co-receptores mayoritarios, Gfral y Gfro2.
Asi como la distribucion de estos tres mismos co-receptores en el
nicho y en la adenohipdfisis.

La expresion de los 3 co-receptores en la hipoéfisis del raton KO
no presenta diferencias estadisticamente significativas respecto a la de
los animales WT, igual que ocurre con los ligandos GDNF vy
Neurturina (Figura 24). Estos resultados sugieren que la ausencia de
Gfra2 no se estd compensando por la sobre-expresion de cualquiera de
los otros co-receptores de la familia Gfra en el raton KO.

Asimismo, ya que esta descrito que los 4 co-receptores se co-
expresan en las células madre del nicho hipofisario (117), se estudid
ademas que esta expresion estuviera mantenida en el modelo KO para
Gfra2. Para ello se realizaron tinciones dobles que permitiesen
detectar el co-receptor Gfra especifico y un marcador de las celulas
madre del nicho. En este caso el marcador elegido fue Sox2, que pese
a que se habia descubierto que estd mas expresado en los animales KO
gue en los WT, su expresion en el nicho de células madre no esta
alterada.
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La expresion de Gfral en el nicho de células madre sigue el
mismo patron tanto en el raton WT como en el KO, se encuentra en la
membrana plasmatica de los polos apical y basal de las células del
nicho (Figura 25A). Gfra3 por su parte, no aparece en las células del
nicho hipofisario, su expresion esti conservada en humano y en rata
(117), pero parece que esta no esta presente en raton, ya que no fue
posible encontrarla en esta localizacién ni en los ratones WT ni en los
KO (Figura 25B). Por ultimo, Gfra4, el co-receptor minoritario, si
que esta expresado en ambos genotipos de raton, y puede encontrarse
en el polo apical de las células del nicho, pero de forma discontinua y
en un bajo numero de células (Figura 25C).
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Figura 24. Expresion de los co-receptores de la familia GFRa y sus ligandos

mayoritarios en

la hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. Imagen

representativa de las bandas correspondientes a las co-receptores Gfral, Gfra3,
Gfra4 y los ligandos GDNF y neurturina, y cuantificacion de la intensidad de las
bandas especificas para cada una de estas cinco proteinas normalizada por la
intensidad de tubulina. Las graficas representan la media+SEM de n=3. El analisis
estadistico aplicado es la t de Student.
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Figura 25. Inmunofluorescencia doble para los co-receptores de la familia Gfra y
Sox2 en la hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. A) Tincion para Gfral (verde)
y Sox2 (rojo). B) Tincion para Gfra3 (verde) y Sox2 (rojo). C) Tincion doble para
Gfra4 (verde) y Sox2 (rojo). Los nlcleos estan marcados con DAPI (Azul). Las
fotografias son imagenes representativas de la tincion doble en el nicho obtenidas
con un microscopio confocal utilizando un objetivo 63X. Para las fotografias de
Gfra4 se utilizé un zoom de 1,5x. n=4. (AP: Adenohipdfisis; IL: Lobulo intermedio).
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Respecto a la adenohipdfisis, si que se detectd la expresion de los
3 co-receptores en esta localizacion dentro del organo. Gfral se
expresa en la membrana plasmatica de las células somatotropas (50,
51) de la adenohipdfisis, y esta expresion no presenta diferencias entre
los ratones WT y los KO (Figura 26A). Gfra3 y Gfra4 por su parte
estan expresados en el citoplasma de algunas pocas células dispersas
por la adenohipdfisis (117). Al igual que ocurre con Gfral, el patron
de aparicién de células positivas para estos co-receptores no presenta
diferencias entre los ratones con genotipos WT y KO (Figura 26B y
26C).

A

WT

KO

Figura 26. Tinciones simples de los co-receptores de la familia Gfra en la
adenohipofisis en la hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. Gfral (A), Gfra3
(B) y Gfra4 (C) estan expresados en la adenohipofisis de los ratones WT y KO. Los
nicleos estan marcados con DAPlI (Azul) Las fotografias son imagenes
representativas de microscopia confocal con un objetivo de inmersion 63X. Las
tinciones se repitieron un minimo de 4 veces. (AP: Adenohipofisis).
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4.2. GFRa2 Y LAS CELULAS MADRE HIPOFISARIAS
4.2.1. Expresion génica de los marcadores de celulas madre

La definicion de las células madre del nicho hipofisario esta
delimitada por la co-expresion de diferentes marcadores (5, 116), entre
los que se encuentra GFRa2, cuya expresion estd limitada
exclusivamente a esta localizacion (5). Se describen dos poblaciones
distintas de células no endocrinas, que expresan marcadores de células
madre: las del nicho y foliculos que co-expresan los marcadores (en su
momento denominadas poblacion GPS, por la co-expresion de Gfro2,
Propl y Sox2) (5), y las dispersas por la adenohipdfisis que solo
expresan ya alguno de los marcadores (118, 119).

La hipotesis planteada era que la ausencia de Gfra2 en la hipofisis
del modelo Gfro2-KO podia estar afectando al nicho de células madre,
y debido a ello se estudiaron mediante co-localizacion en
inmunofluorescencia los principales marcadores de células madre que
acompanan a Gfra2 en las células GPS del nicho hipofisario.

En primer lugar, se cuantifico por PCR en hipofisis total la
expresion de ARN de estos marcadores de células madre hipofisarias,
entre los que se incluyen Propl, Sox2, Sox9, KlIf4 y Oct4.

De los 5 genes medidos que comparten relevancia con Gfra2 en el
nicho, en 3 de ellos se encontraron diferencias significativas, Sox2,
Sox9 y KIf4, cuya expresion se encuentra aumentada en los animales
KO en comparacion a los animales WT (Figura 27). Por otra parte,
Prop-1 y Oct4 presentan ligera tendencia hacia el aumento de la
expresion en animales KO (Figura 27).
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Figura 27. Expresion de ARNm en hipofisis total de los marcadores que definen
las células madre del nicho hipofisario en ratones WT y KO de la cepa Gfra2-KO.
Comparacion entre ratones WT y KO de la expresion de ARN de Sox2, Sox9, Klf4,
Oct4 'y Prop-1. Esta representada la media+SEM. Los valores de expresion de todos
los genes estan normalizados respecto a la tubulina. n=5. El analisis estadistico
aplicado es la t de Student. *p=<0,05.

4.2.2. Expresion de las proteinas que definen las células madre
hipofisarias

Posteriormente se estudiaron mediante western blot los niveles de
expresion de las proteinas que se traducen a partir de estos genes. El
aumento de expresion de los genes Sox2 y Klf4 se traduce también en
un aumento significativo de la expresion de las proteinas Sox2 y Kif4
en el raton KO respecto al WT (Figura 28). Por otra parte, aunque la
expresion de Sox9 esta aumentada en el raton KO, las diferencias
observadas tras la cuantificacion de la intensidad de las bandas de
Sox9 presentan una tendencia al aumento en los animales KO (Figura

28).
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Figura 28. Expresion de proteinas caracteristicas de células madre en extractos
de hipofisis total de ratones WT y KO para Gfra2. Se incluyen los marcadores
Sox2, Sox9 y Klf4. A) imagenes representativas de las bandas encontradas en la
membrana de WB. B) Cuantificacion de la intensidad de las bandas (A). La
expresion de cada proteina esta normalizada respecto a la tubulina. En las graficas
se presenta la media+SEM de n=3. El analisis estadistico aplicado es la t de Student.
*p<0,05.

4.2.3. Incremento de la poblacién Sox2+ en la adenohipdfisis de los
ratones con genotipo KO

Para resolver en qué se traduce el aumento de la expresion de
ARNmM/proteina de Sox2, se realizd una inmunofuorescencia doble
con citoqueratinas de las familias A y B que marcan el nicho de
células madre., e individualizan la poblacién Sox2+ del nicho frente a
la de precursores de células endocrinas dispersos en la adenohipoéfisis
0 progenitoras.

Como se observa en la figura 29A, no se aprecian cambios en la
disposicion del nicho de células madre en el modelo KO. La expresion
de Sox2 es clara en todas las células del nicho, y la delimitacion a esta
localizacion se corrobora con la co-expresion de este marcador con
citoqueratinas. En un conjunto de datos previo, se realizaron tinciones
de inmunohistoquimica (IHC) para estudiar la distribucion de Sox2 en
la adenohipofisis de ratones del modelo Gfra2-KO. Las células Sox2+

166



RESULTADOS

tienen a acumularse en la hendidura en los animales con genotipo KO,
sin embargo, esto no se observa en ratones WT (Figura 29B). EN
base a estos contajes, puede observarse que el nicho en animales KO
cuenta con un mayor nimero de células Sox2+, aunque se mantiene la
doble linea bordeando la zona marginal (Figura 29C).

Al igual que ocurre en el nicho de células madre, tambien se
encontr0 un aumento del numero de celulas Sox2+ de la
adenohipofisis, encontrando que esta seccién de la glandula de los
ratones KO estd enriquecida en células Sox2+ (Figura 30A). Este
aumento de las células Sox2 es homogéneo en toda la adenohipdfisis,
siendo el nimero de células Sox2+ presentes en el raton KO casi el
doble que las que pueden encontrarse en los WT (Figura 30B).
Ademaés, también es posible apreciar que en los ratones KO aparecen
agrupaciones de progenitores Sox2+ que constan de varias células,
pero estos acimulos no se pueden encontrar en las tinciones realizadas
en las hipofisis de los ratones WT (Figura 30C).
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Figura 29. Sox2 en el nicho de células madre de la hipofisis de ratones WT y KO
para Gfra2. A) Co-localizacion de Sox2 (rojo) y citoqueratinas (verde). Los nlcleos
estan marcados con DAPI (azul). Sox2 se localiza en el nlcleo de las células madre
y las citoqueratinas presentan un marcaje de membrana citoplasmatica. Las
fotografias presentadas son imagenes de microscopia confocal con un objetivo 63X.
B) Tincion de ICH para Sox2. Imagenes de microscopia optica a 20X. C)
Cuantificacion de las células madre del nicho a partir de las imagenes de IHC, n=3
del nimero de células Sox2+ por milimetro de nicho. *p<0,05. (AP: Adenohipofisis;
IL: Lobulo intermedio).
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Figura 30. Inmunofluorescencia para la deteccién de Sox2 en la adenohipo6fisis
de ratones adultos WT y KO para Gfra2. Tincion para Sox2 (rojo) y marcaje de los
nucleos con DAPI (azul). A) Fotografias a bajo aumento de hipdfisis de raton WT y
KO en la que se puede observar la distribucion de las células Sox2+ en la
adenohipofisis. B) Cuantificacion de las células Sox2+ en la adenohipofisis del
modelo Gfra2-KO. Cuantificacion del de células Sox2+ se obtuvo dividiendo el
numero de nlcleos Sox2+ respecto al total de nicleos. La grafica representa la
media+SEM de n=10. El analisis estadistico aplicado es la t de Student. **p<0,01. C)
Fotografias de microscopia confocal a mayor aumento de campos aleatorios de la

adenohipofisis de varios ratones de cada genotipo. Los circulos blancos sefalan
agrupaciones de células Sox2+. (AP: Adenohipdfisis)
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4.2.4. La adenohipéfisis de los ratones KO para Gfra2 esta
enriquecida en células Klf4+

La aproximacion que se siguid para estudiar el aumento de la
expresion de KIf4 fue la misma que se utilizd con Sox2.

Primero, se realizdé una inmunofluorescencia doble para estudiar
la presencia de KIf4 en el nicho de células madre. KIf4 presenté una
tincion débil para esta proteina en las células madre del nicho, donde
co-localiza con citoqueratinas (Figura 31). Tal y como puede
apreciarse en las fotografias, la tincion para KIf4 no es continua en
todas las células que conforman el nicho hipofisario, pero sigue el
mismo patrén en ambos genotipos.

Klf4 Klif4/ Klf4/ /DAPI

Figura 31. Inmunofluorescencia doble para Klf4 y citoqueratinas en el nicho de
células madre de la hipéfisis de ratones adultos WT y KO para Gfra2. Klf4 (rojo)
y citoqueratinas (verde) se co-expresan en las células madre del nicho hipofisario.
Los nlcleos estan marcados con DAPI (Azul). Las fotografias presentadas son
imagenes de microscopia confocal con un aumento objetivo de 63X y un factor de
zoom de 1,5. Las tinciones se repitieron tres veces veces. (AP: Adenohipofisis; IL:
Loébulo intermedio)
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Posteriormente, se estudio la distribucion de KIf4 en la
adenohipdfisis de los animales del modelo de raton Gfra2-KO. En este
caso, se volvié a encontrar un aumento de las células positivas para el
marcador de células madre estudiado (Figura 32A). Se observa un
incremento del nimero de células KIf4+ en la adenohipoéfisis de los
ratones KO, pero en este caso lo que se encuentra no es una
distribucion homogénea de estas células Klf4+, pero si aumento de
estas células hacia los extremos laterales de la adenohipdfisis, aunque
el mayor incremento en el numero de células positivas para este
marcador se da desde el nicho de células madre hacia la periferia en el
borde inferior del érgano (Figura 32A).

Pese a que KIf4 es un factor de transcripcion cuya localizacion
predecible dentro de la célula es el nucleo, las células de la
adenohipofisis que expresan KIf4 presentan un marcaje totalmente
citoplasmatico con los nlcleos vacios (Figura 32A'y 32B).
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Figura 32. Inmunofluorescencia para la deteccion de Kif4 en la adenohipofisis
de ratones adultos WT y KO para Gfra2. Tincion para Klf4 (rojo) y marcaje de los
nucleos con DAPI (azul). A) Fotografias a bajo aumento de hipdfisis de raton WT y
KO en la que se puede observar la distribucion de las células Klf4+ en la
adenohipofisis. C) Fotografias de microscopia confocal de diferentes campos de la
adenohipofisis de varios ratones de cada genotipo. Las tinciones se repitieron un
minimo de 5 veces para cada uno de los genotipos (AP: Adenohipdfisis; IL: Lébulo
intermedio; NP: Neurohipofisis).
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4.2.5. Proteinas relevantes en las vias de sefializacion de las células
madre adultas

Dos de las vias destacadas en la regulacién de la transicién de
célula madre a progenitora en la hipdfisis son la via de Shh/Patched y
la via de Wnt/B-catenina (145). En este trabajo no se estudiaron en
detalle ambas vias, pero se midi6 la expresion de Shh y -catenina.

El ligando soluble Shh tiene que ser procesado antes de ser
liberado, y es entonces cuando se una a su receptor Patched, e inicia
una cascada de sefalizacion relevante en el desarrollo. Se quiso
comprobar si podia haber alguna alteracion en el modelo KO para
Gfra2. No existen diferencias en la expresion de la forma precursora
(47kDa) ni de la forma soluble (19kDa) (Figura 33A).

En la via de Whnt, éste es el ligando que se une al receptor Frizzled
y activa la cascada de sefializacion intracelular. La activacion de esta
ruta lleva a la no fosforilacion de la B-catenina, lo que inhibe su
degradacion y le permite ser translocada al nucleo, donde puede
ejercer su funcion. Lo que se puede observar es que las diferencias de
expresion de B-catenina en el modelo Gfra2-KO son muy leves y no
poseen significancia estadistica (Figura 33B).

Al no encontrarse diferencias significativas (Figura 33A y 33B),
se puede afirmar que los niveles generales de expresion de las
proteinas en la hipdfisis de los ratones KO para Gfra2 no estan
alterados, y en el caso de que existieran defectos en estas rutas de
sefializacion no pueden detectarse mediante esta técnica y deberian
utilizarse otras diferentes.
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Figura 33. Expresion en extractos de hipofisis total de dos de las proteinas
esenciales implicadas en vias de sefializacion relevantes para el reclutamiento
de progenitores en la hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. A) Imagen
representativa de las bandas correspondientes a los pesos moleculares de la
proteina precursora (47kDa) y la proteina procesada (19kDa) de Shh y
cuantificacion de la intensidad de estas bandas normalizada por tubulina. B)
Imagen representativa de la banda correspondiente a la B-catenina y la
cuantificacién de la intensidad de las bandas respecto al control de carga,
tubulina. Las graficas de cuantificacion para Shh y B-catenina representan la
media+SEM. n=3 para ambas proteinas. El analisis estadistico aplicado es la t de
Student.
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4.3. LA VIA DE RET EN LAS CELULAS SOMATOTROPAS
DEL RATON KO PARA Gfra2

La via de RET posee gran relevancia en el mantenimiento del
namero de células de la hipdfisis debido a la naturaleza dual que tiene
el receptor RET (52, 55). En presencia de ligando promueve la
activacion de vias que implican la proliferacion, diferenciacién o
supervivencia (55). Y por otro lado, en ausencia de ligando promueve
la apoptosis (52). En el modelo Gfra2-KO, no hay diferencias en la
expresion de Gfral ni GDNF, que son, respectivamente, el co-receptor
y el ligando mayoritario de RET en la adenohipdfisis. Aln asi, se
decidio estudiar si la ausencia de Gfra2 podria estar modulando la via
de RET, debido a que los ratones KO tienen una hipo6fisis de menor
tamafio y por consiguiente con una menor cantidad de células, hecho
que podria estar debido a una alteracion de la proporcion entre la
proliferacion y la muerte celular por apoptosis de las células de la
adenohipofisis del raton KO.

4.3.1. Supervivencia mediada por la activacion de la via de RET

Para determinar como la ausencia de Gfroa2 podria estar
influenciando la sefializacién celular mediada por RET, se estudio la
expresion de este receptor y de una de las proteinas que se implicadas
en la cascada de sefializacion cuando RET se une a su co-receptor y su
ligando, que serian Gfral y GDNF respectivamente, pero estas dos
ultimas no se incluyen en este apartado ya que han sido previamente
presentados en la seccion 4.1.

La expresion de RET no varia entre el raton WT vy el ratén KO
(Figura 34A), puesto que el nivel de proteina de este receptor no
presenta diferencias significativas entre ninguno de los dos genotipos.

Pese a no encontrar diferencias en la expresion del receptor, se
decidié igualmente estudiar la expresion y activacion de AKT,
implicada en la cascada de sefalizacion.
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Inicialmente no se encontraron diferencias ni en la expresion de
AKT ni en la fosforilacion de esta proteina, por lo que el ratio
pAKT/AKT tampoco present6 ningun tipo de cambio en el animal KO
respecto al WT (Figura 32B).
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Figura 34. Expresion de proteinas implicadas en la via de supervivencia mediada
por RET en la hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. A) Bandas representativas
de la expresion del receptor RET y cuantificacion de la intensidad de las mismas
normalizada por el control de carga, tubulina. B) Bandas representativas de la
expresion de AKT y de AKT fosforilado, y graficas que representan la cuantificacion
de intensidad de estas bandas normalizada por tubulina. Se incluye también una
grafica que representa la relacion de proteina AKT activa (pAKT/AKT). Las graficas
representan la media+SEM de n=3. El analisis estadistico aplicado es la t de
Student.
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Respecto a la distribucion del receptor RET dentro de la hipofisis,
no hay diferencias entre los genotipos comparados (Figura 35).
Ambas proteinas colocalizan en el nicho de células madre, como
puede verse en la linea tefiida de forma mas intensa entre la
adenohipofisis 'y el Iébulo intermedio (Figura 35A). La co-
localizacion entre el receptor y el co-receptor puede observarse en las
fotografias en las que estd presentada la tincion doble RET/Gfral, ya
que las células del nicho que los expresan se ven en amarillo (suma de
la sefial de fluorescencia verde y la sefial de fluorescencia roja)
(Figura 35A). El area de la adenohipdfisis cercana al nicho que
presenta una tincion débil o nula para RET es la zona de la glandula
en la que hay menor cantidad de células somatotropas, en las cuales la
via de RET/Gfral es mas relevante (Figura 35B). Este area tiene una
mayor superficie en la fotografia del raton WT ya que la hipofisis del
mismo es de mayor tamafio que la del raton KO. En las zonas de la
hipdfisis en las que hay mayor abundancia de células somatotropas,
tampoco es posible apreciar diferencias en la expresion y distribucién
de RET o Gfral (Figura 35B).

Con todo esto se puede afirmar que la activaciéon de RET en
presencia de GDNF y Gfral, y su implicacion en la supervivencia
celular, no esté afectada en el raton KO para Gfra2.
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Figura 35. Inmunofluorescencia doble para RET y su co-receptor GFRa1 en la
hipéfisis de ratones WT y KO para Gfra2. Tincion para RET (rojo) y Gfra1 (verde)
y su co-expresion en el nicho de células madre (A) y en la adenohipofisis (B). Los
nicleos estan marcados con DAPI (Azul). Imagenes representativas de la tincion
doble en el nicho obtenidas con un microscopio confocal y un objetivo de inmersion
63X. n=3. (AP: Adenohipofisis; IL: Lobulo intermedio).
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4.3.2. Apoptosis mediada por el receptor RET en las células
somatotropas de la adenohipofisis del raton KO para Gfro2

El siguiente paso relacionado con la via de RET fue estudiar si
existian diferencias entre los ratones WT y KO en relacién a la
apoptosis mediada por RET en ausencia de su ligando. Para ello se
evaluo la expresion de la via apoptotica de RET desde la activacion de
las caspasas hasta los factores de transcripcion nucleares que se
activan en respuesta a la protedlisis de RET (52, 55, 199).

De todas las proteinas de la via apoptotica de RET, se encontraron
diferencias en ninguna de ellas (Figura 36). Sin embargo, si que se
produce un cambio significativo en la activacion de PKCd
(pKCd/PKCd) en los animales KO (Figura 36).

También se estudié mediante inmunohistoquimica la expresion y
distribucion de la Caspasa-3 activa en las hipofisis de ratones WT y
KO para Gfro2 (Figura 37A). Se calculé el numero de células
positivas para este marcador de apoptosis y se normalizo por el area
de la seccion (Figura 37B). Se puede observar el aumento
significativo en el namero de células apoptéticas en la hipdfisis del
raton KO respecto al WT. En la fila inferior de fotografias de la figura
37A se puede observar con una mayor magnificacion la morfologia
propia de las células apoptoticas.
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Figura 36. Expresion de proteinas implicadas en la via apoptotica de RET en
ausencia de ligando en la hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. Bandas
representativas de los factores de transcripcion Pit1 y Arf, Caspasa-3, Caspasa-3
activa, PARP procesado, PKCd y fosfoPKCd. También se incluyen graficas de barras
en las que se recoge la cuantificacion de la intensidad de las bandas de todas las
proteinas nombradas anteriormente normalizadas por la intensidad de la banda de
tubulina. Se incluye también una grafica que representa la relacion de
pPKCd/PKCd. Las graficas representan la mediatSEM de n=3. El analisis estadistico
aplicado es la t de Student. *p=<0,05.
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Figura 37. Tincion de IHC para caspasa-3 activa en la adenohipo6fisis de ratones
WT y KO para Gfra2. A) Imagenes representativas de la expresion de Caspasa-3
activa en los lobulos de la adenohipdfisis de ratones adultos de la cepa
Gfra2-KO. Las tinciones se repitieron en un minimo de 3 animales de cada
genotipo. Las flechas indican células apoptdticas con tincion para Caspasa-3 activa.
B) Cuantificacion del numero de células positivas para la tincion de Caspasa-3
activa por unidad de area (mm?2), n=3-4. *p<0,05. (AP: Adenohipofisis).
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4.4. LA HIPOFISIS DEL RATON Gfra2-KO DURANTE EL
DESARROLLO

Ademas de estudiar la hipofisis en ratones adultos de la cepa KO
para Gfra2, también se comprob6 que es 10 que estd ocurriendo en
estos animales durante su desarrollo postnatal. Tras el nacimiento, el
nicho de células madre se vuelve muy activo, y especialmente se ha
visto que se reclutan muchas células que se diferenciaran a células
somatotropas (5, 213, 214), y de esta manera satisfacer la demanda de
GH. Para ello se eligi6 el dia 10 postnatal, que corresponde con la
activacion del eje hipotalamo-hipofisario que involucra a GH e IGF-1
(5, 215) y se da un importante aumento en el crecimiento longitudinal
de los animales.

En este modelo de desarrollo se realizaron tinciones para Sox2 y
GH, y de esta forma comprobar si la distribucion de las células madre
y somatotropas es como la de los ratones adultos.

La distribucién de las células somatotropas (GH+) en ratones en
desarrollo es la misma que en ratones adultos (Figura 23), y no se
aprecian diferencias en la distribucion de células de este tipo a lo largo
de toda la adenohipofisis (Figuras 38A y 38B). En estas tinciones
para la hormona de crecimiento se presentan fotografias de animales
de ambos sexos ya que la diferencia en expresion de GH no es tan
diferencial como en adultos.
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Figura 38. Inmunofluorescencia para la deteccién de GH en la adenohipéfisis de
ratones en desarrollo WT y KO para Gfra2. Tincion para GH (rojo) y marcaje de
los nucleos con DAPI (azul). A) Fotografias a bajo aumento puede observar la
distribucion de las células somatotropas en un campo mas amplio. B) Fotografias de
microscopia confocal a mayor aumento de campos aleatorios de la adenohipdfisis
de varios ratones de cada genotipo. Las tinciones se repitieron un minimo de 3
veces. (AP: Adenohipdfisis; IL: Lobulo intermedio)

El nicho de células madre se mantiene en ambos genotipos
(Figura 39A), como puede observarse en la dltima linea de células
Sox2+ bordeando la zona marginal. Ademas, el porcentaje de
progenitores Sox2+ dispersos en la adenohipéfisis ya se encuentra
significativamente aumentado en los ratones con genotipo KO a dia
postnatal P10 (Figura 39B), siendo este del 20% en ratones WT y del
30% en KO (Figura 39B). Una vez los ratones llegan a la edad adulta,
este porcentaje parece reducirse proporcionalmente a la mitad en
ambos genotipos, tal y como se observa en la figura 30B. Asimismo,
también aparecen mas agrupaciones de progenitores Sox2+ en la
adenohipofisis de los ratones KO (Figura 39C).
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Figura 39. Inmunofluorescencia para la deteccion de Sox2 en la adenohipofisis
de ratones en desarrollo WT y KO para Gfra2. Tincion para Sox2 (rojo) y marcaje
de los nlcleos con DAPI (azul). A) Fotografias a bajo aumento de hipdfisis de raton
WT y KO. B) Cuantificacion de las células Sox2+ respecto al nimero total de células
de la adenohipofisis. La grafica representa la mediazSEM de n=3 animales por
grupo. El analisis estadistico aplicado es la t de Student. **p<0,01. C) Fotografias
de microscopia confocal a mayor aumento de campos aleatorios de la
adenohipofisis de varios ratones de cada genotipo. Los circulos blancos sefalan
cumulos ce células Sox2+ (AP: Adenohipdfisis; IL: Lébulo intermedio; NP:
Neurohipofisis)
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5. PROLIFERACION CELULAR

La proliferacion celular es otro de los pardmetros que se estudio
en el modelo Gfra2-KO. La hipdfisis es un 6rgano que tiene muy poco
recambio una vez se llega a la edad adulta y las necesidades
hormonales del organismo se estabilizan. Sin embargo, algunos
procesos fisiologicos pueden influenciar la demanda hormonal, lo que
activa la maquinaria del ciclo celular para producir nuevas células que
produzcan la hormona requerida en ese momento concreto. Ademas,
tras el nacimiento la hipofisis tiene varios momentos temporales
donde activa su proliferacion, dependiendo del eje que necesite
activacion funcional. El crecimiento longitudinal, o la pubertad, son
dos de esas etapas clave en la proliferacion hipofisaria. Por todo ello,
se estudié la proliferacion de las células del nicho y de Ia
adenohipofisis de los animales del modelo KO para Gfra?2.

La proliferacion celular se midié mediante el contaje del nimero
de células que habian incorporado EdU, un analogo de la uridina, que
funciona parecido a la BrdU. Las células que entran en fase S del ciclo
celular captan este compuesto y lo intercalan en el ADN, donde queda
fijado y posteriormente sera detectado mediante reacciones de
oxidacion y reduccion denominadas quimica Click. La EdU se
administra a los animales 24 horas antes de la perfusion, por lo que
mediante esta técnica es posible conocer la tasa de replicacion celular
en 24 horas.

5.1. PROLIFERACION EN LA HIPOFISIS DE RATONES
ADULTOS

La tasa de proliferacion en las células de la adenohipéfisis adulta
es muy reducida. Y no se encontraron diferencias importantes entre
los dos genotipos (Figura 40A). Si que es posible apreciar una
pequefia disminucién en el nimero de células EAU+ en los ratones KO
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(Figura 40B), pero esta diferencia puede ser debida al menor tamafio
que presenta la hipofisis de los ratones que tienen este genotipo, y
debido a ello a que presentan un menor nimero total de células.Figura
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40. Proliferacion celular en la adenohipofisis de ratones adultos de la cepa
Gfra2-KO. A) Deteccion de células EdU+ en hipdfisis de ratones WT y KO adultos. EL
marcaje y revelado del EdU (verde) puede observarse en los nlcleos de las células
que han entrado en division. Los nicleos estan marcados con DAPI (azul). Imagenes
representativas de dos campos de la adenohipdfisis de cada uno de los genotipos.
Las fotografias se obtuvieron en un microscopio confocal con un objetivo 20X. B)
Grafica que compara el contaje del numero de células EdU+ por secciéon en cada
uno de los dos genotipos. La grafica representa la media+SEM de n=10 animales por
grupo. El analisis estadistico aplicado es la t de Student. (AP: Adenohipdfisis).
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Para estudiar la proliferacion de las células del nicho, se realizo
una tincion que permitiera delimitar el nicho de células madre y la
deteccion de EdU. El marcador de células madre elegido fue Sox2, ya
que es un factor de transcripcion y su localizacion nuclear podia
facilitar la co-localizacion con la EdU. Esta deteccion se repitio en 10
animales adultos de cada genotipo y en la mayoria de ellos no se
encontrd ninguna célula EdU+/Sox2+ en la linea del nicho (Figura
41A 'y 41B). Una de las caracteristicas que definen a las células madre
pluripotenciales es el mantenimiento de la quiescencia, y las células
del nicho hipofisario cumplen con esta caracteristica. EI maximo de
células EdU+ en el nicho fue de 2 en una seccion completa de
hipdfisis. Y la media para ambos genotipos esta en torno a 0,8 células
por seccion, esto es, la tasa de replicacion de estas células es tan baja
que la media de células proliferando encontradas en cada seccién ni
siquiera alcanza la unidad (Figura 41A y 41B).

Esta deteccion doble de EdU y Sox2 también permitio estudiar la
proliferacion de las células progenitoras dispersas en la
adenohipofisis, ya que estan definidas por la expresion de Sox2 y/o
So0x9. En el modelo de raton Gfra2-KO, las células Sox2+ en el
genotipo WT suponen un 10% del total de células de la hipdfisis, y
este porcentaje supera el 15% en los animales con genotipo KO
(Figura 30B). Sin embargo, no se encontraron células EdU+/Sox2+
en la adenohipofisis de ratones adultos, ni en el genotipo WT ni en el
KO (Figura 41C). Por lo que el mantenimiento de la quiescencia de
estas ceélulas también se da una vez han sido reclutadas desde el nicho
y la ausencia de Gfra2 no est4 relacionada con la replicacion celular
de la hipdfisis en la edad adulta.
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Figura 41. Proliferacion de las células madre del nicho y de la adenohipéfisis de
ratones WT y KO para Gfra2. A) Imagenes representativas de la proliferacion
(EdU, verde) en el nicho de células madre, delimitado por las células Sox2+ (rojo)
de la linea. Las células EdU+/Sox2+ se ven de color amarillo y estan rodeadas por
un circulo blanco. B) Representacion grafica de la media+SEM de células EdU+ en el
nicho de células madre de una seccion de hipofisis completa. n=10. El analisis
estadistico aplicado es la t de Student. C) Deteccion de EdU en secciones de
adenohipofisis tefidas para Sox2. Las fotografias de A) y C) se recogieron en un
microscopio confocal utilizando un objetivo de 63X.

188



RESULTADOS

5.2. PROLIFERACION EN LA HIPOFISIS DE RATONES WT
Y KO PARA Gfro2 DURANTE EL DESARROLLO
POSTNATAL

La proliferacion celular en ratones adultos es muy reducida y no
presentd diferencias entre ninguno de los dos genotipos en el modelo
Gfra2-KO. Por ello, se decidio estudiar también la proliferacion en un
modelo en el que la demanda hormonal fuera mas elevada y la
hipofisis tuviera que estar hiperactivada para satisfacer esa demanda.
Al tratase de un modelo de enanismo se eligio el dia postnatal 10 que
corresponde con el comienzo de la activacién del eje hipotalamo
hipofisario que involucra a GH e IGF-1 (5, 215) y comienza el
crecimiento longitudinal de los ratones.

El procedimiento seguido fue el mismo que con los animales
adultos. Un dia antes del sacrificio y perfusion de los ratones, se les
administro la EdU. Y, por lo tanto, los resultados reflejan la tasa de
replicacion celular en 24 horas. EI nimero de células EdU+ en la
adenohipofisis de los ratones prepuberales estd disparado respecto al
de los ratones adultos, llegando a encontrarse que en torno a un 8%
del total de las células de la adenohipdfisis de los ratones WT habian
captado y retenido EdU. Sorprendentemente, este porcentaje aumento
hasta aproximadamente el doble en los animales con genotipo KO
(Figura 42Ay 42B).

El caso del nicho de células madre en los ratones en desarrollo es
todavia mas llamativo. Mientras que en adultos no fue posible siquiera
encontrar una unica célula en todas las secciones (Figura 41A 'y 41B),
el porcentaje de células del nicho (células EdU+/Sox2+ en la ultima
linea bordeando la zona marginal) fue de en torno al 8% en los
animales WT, porcentaje que ascendia al 11% en los hermanos de
camada con genotipo KO (Figura 43A y 43B). Esta subida representa
diferencias estadisticamente significativas en la proliferacion de las
celulas del nicho de los ratones con genotipo KO (Figura 43B).
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Figura 42. Proliferacion celular en la adenohipéfisis de ratones en desarrollo de
la cepa Gfra2-KO. A) Deteccion de células EdU+ en hipofisis de ratones WT y KO
adultos. El marcaje y revelado del EdU (verde) puede observarse en los nicleos de
las células que han entrado en division. Los nlcleos estan marcados con DAPI
(azul). Imagenes representativas de cuatro campos de la adenohipdfisis de cada
uno de los genotipos. Las fotografias se obtuvieron en un microscopio confocal con
un objetivo 20X. B) Grafica que compara el porcentaje del niUmero de células EdU+
por seccion. La grafica representa la mediazSEM de n=3. El analisis estadistico
aplicado es la t de Student. *p<0,05. (AP: Adenohipdfisis, IL; Lobulo intermedio;
NP: Neurohipofisis).
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Figura 43. Proliferacion de las células madre del nicho en ratones en desarrollo
WT y KO para Gfra2. A) Imagenes representativas de la proliferacion (EdU, verde)
en el nicho de células madre, delimitado por las células Sox2+ (rojo) de la linea.
Las células EdU+/Sox2+ se observan de color amarillo. Las fotografias se recogieron
en un microscopio confocal utilizando un objetivo de 63X. B) Representacion
grafica de la media+SEM de n=3 del porcentaje de células EdU+ respecto a células
Sox2+ en el nicho de células madre de una seccion de hipofisis completa de un
raton de 10 dias. El analisis estadistico aplicado es la t de Student. *p<0,05. (AP:
Adenohipofisis, IL, Lobulo intermedio; NP: Neurohipofisis).
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Al igual que en adultos, también se estudio la proliferacion de las
celulas progenitoras dispersas en la adenohipofisis. Respecto al
porcentaje de células EdU+/Sox2+ en relacion al nimero total de
celulas de la adenohipdfisis, se puede observar que es relativamente
bajo (Figura 44A). Este porcentaje en los ratones WT es de en torno
al 1%, sin embargo, practicamente se duplica en los hermanos de
camada KO, llegando al 2% (Figura 44B). En base a estos datos es
posible afirmar que el nimero de progenitores que entran en ciclo
celular es més elevado en los ratones KO cuando se compara con los
WT.
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Figura 44. Proliferacion de las células madre de la adenohipéfisis en ratones en
desarrollo WT y KO para Gfra2. A) Imagenes representativas de la proliferacion
(EdU, verde). Sox2 (rojo) marca las células progenitoras dispersas en la
adenohipofisis. Las células Sox2+ proliferantes estan marcadas en color amarillo.
Las fotografias se recogieron en un microscopio confocal utilizando un objetivo de
20X para ofrecer un campo mas amplio. B) Representacion grafica de la media+SEM
del porcentaje de células EdU+/Sox2+ respecto al numero total de células (DAPI) en
la adenohipofisis de un raton de 10 dias. El analisis estadistico aplicado es la t de
Student. *p<0,05. (AP: Adenohipdfisis, IL, Lobulo intermedio; NP: Neurohipofisis).
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6. ENVEJECIMIENTO Y SENESCENCIA EN LA
HIPOFISIS DE LOS RATONES KO PARA Gfro2

Las diferencias en la tasa de replicacion en ambos genotipos son
mas que evidentes en los ratones en desarrollo, pero esta diferencia es
practicamente nula en animales adultos. La combinacion de estos
datos junto con la falta de diferencias en la tasa de activacion de la
Caspasa-3 llevd a pensar que es posible que la incrementada tasa de
replicacion de las células del nicho y de la adenohipdfisis en los
animales KO durante su desarrollo, produjese que sufriesen de
senescencia replicativa durante el desarrollo postnatal y que por lo
tanto de adultos presentasen una hipéfisis envejecida y con un menor
namero de células totales.

El proceso de envejecimiento estd definido por multitud de
factores o caracteristicas, de las cuales algunas fueron estudiadas en el
modelo de raton Gfra2-KO, como son la propia senescencia celular y
el acortamiento de la longitud de los telomeros.

6.1. SENESCENCIA CELULAR EN LA HIPOFISIS DEL
RATON KO PARA Gfro2

La senescencia celular se entiende por el proceso mediante el cual
las células dejan de dividirse pero no sufren procesos de muerte
celular (216). Para confirmarlo, se estudio la proteina p21 (Cdknla),
una quinasa dependiente de ciclinas que regula la fase G1 del ciclo
celular, y que es uno de los marcadores por excelencia del
envejecimiento celular (217-221).

La expresion de la proteina p21 estd significativamente
aumentada en ratones KO adultos cuando se compara con sus
hermanos de camada WT (Figura 45).
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Figura 45. Epresion de la proteina p21 en la hipofisis de ratones WT y KO de la
cepa KO para Gfra2. A) Bandas representativas de la deteccion de p21 mediante la
técnica de western blot. B) Representacion grafica de la cuantificacion de la
intensidad de las bandas (A), normalizado por la intensidad de tubulina. Las
graficas representan la media+SEM de n=3. El analisis estadistico aplicado es la t de
Student. *p<0,05.

Para el estudio de la senescencia, se llevaron a cabo
inmunofluorescencias triples en las que se tiid para el propio
marcador de senescencia (p21), un marcador de células madre o
progenitoras (Sox2) y finalmente un marcador de células
diferenciadas, que en este caso fue GH, ya que estd presente en
aproximadamente entre un 35 y un 50% de las células de la hipdfisis,
y que, ademas, de todas las hormonas porducidas en este drgano es la
mas relacionada con el tamafio del cuerpo. El nimero de células p21+
en la hipdfisis de los animales KO es mucho mas elevado que en sus
congéneres WT, a peser la hipofisis mas pequefia (Figura 46A y
46B). La co-expresion de p21 y Sox2 (amarillo) es mayor en los
animales con genotipo KO (Figura 46A y 46C), determinando que
hay un mayor porcentaje de celulas progenitoras dentro de la
adenohipofisis se encuentran en estado senescente debido al meyor
namero de replicaciones llevadas a cabo durante la etapa de
desarrollo. Las células madre despersas por la adenohipdfisis de los
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ratones KO no se han agotado, pero si que estdn menos activas que en
los ratones WT.

Por otra parte, hay un mayor numero de células p21+/GH+
(ndcleo tefiido en verde y citoplasma tefiido en azul), indicando que
son las células endocrinas diferenciadas, procedentes de recltamientos
anteriores en tiempo, son las que se encuentran en un estado de
senescencia. Los nucleos tefiidos en verde que no coinciden con
células Sox2+ o GH+ podrian corresponder con uno de los otros 4
tipos de células productoras de hormonas que hay presentes en la
adenohipdfisis (Figura 46A).

También se estudio la presencia de p21 en las células madre del
nicho hipofisario. Al igual que ocurre en la adenohipdfisis (Figura
46A y 46B), existe un mayor porcentaje de células p21+ en el nicho
de células madre de las hipdfisis de los ratones con genotipo KO
(Figura 47A 'y 47B). Las células GPS que co-expresan p21 y Sox2 se
ven en amarillo como resultado de la suma de los colores verde (p21)
y rojo (Sox2). El nimero de células inactivas en el nicho de los
ratones KO adultos es de aproximadamente el doble que en los ratones
WT adultos, 30% respecto a 16,6% (Figura 47B).
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Figura 46. Expresion y distribucion de p21 en la hipofisis de ratones adultos con
genotipo WT y KO para Gfra2. A) Tincion de inmunofluorescencia para p21
(verde), Sox2 (rojo), GH (azul). Los nlcleos estan marcados con DAPI (gris). Las
fotografias son imagenes representativas de n=3 de la tincion triple obtenidas con
un microscopio confocal utilizando un objetivo de inmersion  63X.
B) Representacion grafica de la media+SEM del porcentaje de células p21+/DAPI en
la adenohipdfisis de ratones adultos de la cepa KO para Gfra2, n=3. C)
Representacion grafica de la media+SEM del porcentaje de células p21+/Sox2+ en
la adenohipofisis de ratones adultos de la cepa KO para Gfra2, n=3. El analisis
estadistico aplicado es la t de Student. **p<0,01; ***p<0,001. (AP: Adenohipofisis).
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Figura 47. Expresion y distribucion de p21 en el nicho de células madre de
ratones adultos con genotipo WT y KO para Gfra2. A) Tincion de
inmunofluorescencia para p21 (verde) y Sox2 (rojo). Los nlcleos estan marcados
con DAPI (azul). Las fotografias son imagenes representativas de n=3 de la tincion
triple obtenidas con un microscopio confocal utilizando un objetivo de inmersion
63X y zoom 1.8. Las flechas indican las células donde existe co-localizacion de p21
y Sox2 (amarillo) B) Representacion grafica de la media+SEM del porcentaje de
células p21+/Sox2+ en el nicho de células madre de ratones adultos de la cepa KO
para Gfra2, n=3. El analisis estadistico aplicado es la t de Student. **p<0,01. (AP:
Adenohipofisis; IL: Lobulo intermedio)
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6.2. ACORTAMIENTO DE LA LONGITUD TELOMERICA

Otra de las caracteristicas que definen la senescencia es un
acortamiento de la longitud de los telomeros, la cual esta asociada con
el nimero de procesos replicativos que las células van completando
(5). Para el estudio de la longitud de los telémeros, se realizd una
hibridacién in situ fluorescente cuantitativa (QFISH) en secciones de
parafina (5, 202). En esta técnica se utiliza una sonda fluorescente que
reconoce las secuencias de los telomeros ricas en repeticiones de
citosinas.

La longitud de los telomeros se cuantifico de manera indirecta en
base a la intensidad de fluorescencia de las sondas hibridadas. Unos
telomeros mas largos van a tener regiones mas largas ricas en
repeticiones de citosinas, permitiendo hibridar mas sondas, y dando
lugar a una mayor intensidad de fluorescencia. La cuantificacion de la
sefial fluorescente se realiz6 mediante el programa de inteligencia
artificial TruAl (Olympus LS), que permitio la deteccion automatica
de los nucleos y la cuantificacion de la sefial fluorescente relativa a
cada uno de ellos.

La intensidad de fluorescencia de los ratones KO es
significativamente menor que en los hermanos de camada WT. Y esta
diferencia es mas pronunciada en machos que en hembras (Figura
48). Esta disminucion de la sefial en la fluorescencia de los animales
KO se traduce en una longitud media reducida de los telomeros.
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Figura 48. Media de la intensidad de fluorescencia como medida de la longitud
de los telomeros en ratones WT y KO de la cepa Gfra2-KO. Representacion
grafica de las medias de intensidad de fluorescencia en la adenohipdfisis en machos
y hembras tras la hibridacion con la sonda rfluorescente. Las graficas representan
la mediazSEM de n=3. La media de cada uno de los animales se calculé en base a la
media de intensidad de todas las células presentes en dos campos aleatorios de
cada adenohipdfisis. El analisis estadistico utilizado fue la t de Student. *p<0,05;
***p<0,001.

Ademas de calcular la intensidad media de todos los nucleos
presentes en las fotografias de las secciones, se realizO un mapa
cuantitativo con la distribucion espacial de las células segun la
longitud de los telomeros: Telomapping (202). En esta técnica, cada
uno de los nucleos se encuentra coloreado en base a su intensidad de
fluorescencia segun una escala de cuatro colores generada de forma
arbitraria. Esta escala est4 basada en los histogramas y la distribucién
de la intensidad de fluorescencia que se obtuvieron tras calcular la
intensidad de todos los nucleos individuales de todas las fotografias.
Los cuatro colores utilizados son azul, verde, amarillo y rojo, que
representan los cuatro grupos, de menor a mayor intensidad
respectivamente.
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Los porcentajes mayoritarios tanto en hembras como en machos
WT corresponden a los colores verde y amarillo, habiendo muy pocas
células azules, y un porcentaje de células rojas que es méas alto en
machos (Figura 49A). En los animales KO, el porcentaje mayoritario
corresponde con células verdes, siendo posible encontrar una cantidad
importante de células azules (telémeros méas desgastados) y una
presencia testimonial de células amarillas y rojas (Figura 49A 'y 49B).
Ademas, las células del nicho hipofisario (indicadas con puntas de
flecha negras en las imagenes correspondientes) presentan el patron de
colores que también puede observarse en la adenohipoéfisis de esos
genotipos (Figura 49A y 49B). Por lo tanto, mediante esta técnica de
mapeado de los telomeros, o telomapping, es posible cuantificar y
representar la intensidad de la sefial fluorescente en cada una de las
células de forma individual y de esta manera, complementar los
resultados obtenidos previamente al calcular las intensidades medias.
Los datos aportados mediante esta técnica permitieron demostrar que
existe una disminucion generalizada en la longitud de los telomeros de
las células de la adenohipofisis de ratones KO adultos jovenes (dia
postnatal 90-120) respecto a los WT. Estas diferencias son
especialmente Ilamativas en las células madre del nicho hipofisario, es
decir, aquellas que deberian sostener la regeneracion de células
endocrinas durante el resto de la vida del raton.
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Figura 49. Mapeado de la longitud de los telomeros en secciones de hipéfisis de
ratones hembra y macho WT y KO para Gfra2. A) Grafica semaforo que recoge
los porcentajes de células individuales en cada uno de los grupos delimitados en
base a la intensidad de fluorescencia individual de las células. B) Imagenes
representativas de varios campos generadas tras la cuantificacion de la intensidad
media de cada nucleo individual y tras aplicar el patrén de color recogido en (A).
n=3 animales por grupo. Las flechas negras delimitan la linea de células que
conforma el nicho de células madre, tanto en la adenohipéfisis como en el lobulo
intermedio.
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7. CULTIVOS DE CELULAS MADRE
HIPOFISARIAS

Estudiar la poblacion aislada de células madre hipofisarias puede ser
importante para comprobar in vitro los resultados que se han
obtenidos en las hipofisis enteras. Purificar la poblacion GPS de una
dispersion celular de la hipdfisis gracias al marcador de superficie
Gfra2, y crecerlas en medio de esferoides, es un método bien
establecido laboratorio (5). Sin embargo, la seleccion en el modelo
Gfro2-KO no es compatible con este protocolo por carecer del
marcador de superficie utilizado para la seleccion. Una metodologia
alternativa establecida por otros grupos, es crecer la dispersion celular
hipofisaria en un medio muy concreto que permite el establecimiento
de colonias. Dispersando las células de la adenohipdfisis y
cultivandolas en un medio en el que se afiade FGF y toxina de colera
(estimula directamente la sefializacion mediada por AMPCc), las
células madre y progenitoras pueden adherirse al material de cultivo y,
tras dos o tres dias de adaptacion, crecer formando colonias (119, 200,
222).

Tras la dispersion celular, las células se sembraron y se dejaron
crecer hasta el séptimo dia. A partir del segundo dia ya fue posible
empezar a observar células adheridas a la placa de cultivo y a partir
del cuarto dia las colonias empezaron a desarrollarse. El séptimo dia
de cultivo las células fueron fijadas y se tifieron con hematoxilina-
eosina para detectar los nlcleos, se contd el nimero de colonias por
pocillo y se fotografiaron las colonias para estudiar su morfologia. En
los contajes de todos los cultivos, se consideraron colonias aquellas
agrupaciones de células que estaban creciendo adheridas y que se
habian generado a partir de una unica celula.
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En la figura 50A se puede observar el aspecto de las placas de
cultivo tras dejar las colonias formarse y crecer durante una semana.
Cada uno de los puntos violeta que se pueden observar corresponde a
una colonia. ElI nimero de colonias encontradas en los cultivos
obtenidos a partir de células de ratones WT es superior al de las
colonias que se han generado en los cultivos de ratones KO. La
diferencia fue de aproximadamente 140 colonias en los cultivos WT
frente a 100 en los KO (Figura 50B). Tras siete dias de cultivo es
posible encontrar colonias de diferente morfologia y tamafio, se
realizd una clasificacion entre colonias de pequefio tamafio (<20
células) o de gran tamafio (>20 células). Encontrando que no hay
diferencias en el numero de colonias formadas por mas de 20 células
entre ambos genotipos (Figura 50C).

El tamafio y morfologia de las colonias es muy heterogéneo,
siendo posible encontrar colonias que tienen desde 3 hasta cientos de
células (Figura 51). La primera fila de fotografias de cada uno de los
genotipos en la figura 51 son imagenes a bajo aumento donde se
puede observar que la densidad de colonias que se han formado es
mayor en el cultivo generado a partir de los animales WT. Las filas
central e inferior de la figura 51 son fotografias a mayor aumento que
demuestran que es posible encontrar colonias de todos los tamafios
dentro de ambos cultivos, por lo que el genotipo parece no estar
influyendo en el tamafio y la forma de las colonias, solo en el nimero.
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Figura 50. Formacién de colonias de células madre y progenitoras en cultivos
primarios a partir de células de hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. A)
Grafica que recoge el nimero de colonias en los cultivos a partir de animales WT y
KO. Esta representada la media+SEM de n=4 con tres replicados técnicos por
condicion. El analisis estadistico aplicado es la t de Student. **p<0,01. B) Fotografia
representativa de una placa de cultivo de 6 pocillos en la que se puede observar el
nimero de colonias obtenidas tras 7 dias de cultivo.
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L] SN,
Figura 51. Colonias formadas a partir de células madre y progenitoras de la
hipoéfisis de ratones WT y KO de la cepa Gfra2-KO. Imagenes representativas de
colonias crecidas en cultivos obtenidos a partir de adenohipofisis de ratones WT y
KO. Fotografias realizadas mediante microscopia dptica a diferentes aumentos (4X,
10X y 20X) de colonias tefidas con hematoxilina-eosina tras haber crecido durante
7 dias. n=4 con 3 replicados técnicos.
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7.1. CARACTERIZACION DE LAS COLONIAS OBTENIDAS
A PARTIR DE CELULAS MADRE HIPOFISARIAS

Ademas de sembrar las células en placas de cultivo de 6 pocillos,
se sembraron en placas de 48 pocillos, a una menor densidad celular,
para realizar tinciones y confirmar que esas células son realmente
células madre y si presentan alguna diferencia entre ambos genotipos.

Las colonias formadas en los cultivos de ambos genotipos son
positivas tanto para Sox2 (Figura 52A), como para Klf4 (Figura
52B). La tincion para ambos factores de transcripcion presenta
localizacion nuclear. La tincién para ambos marcadores demuestra que
practicamente la totalidad de las células que forman las colonias son
positivas para estas proteinas de célula madre (Figura 52A y 52B), lo
que confirma que son colonias formadas por células madre del nicho
hipofisario ya que expresan ambas proteinas.

Asimismo, se realizaron tinciones para marcadores de células
diferenciadas, que en este caso fueron GH y Pitl, este ultimo un factor
de transcripcién involucrado en el linaje celular que da lugar a varios
de los tipos de células endocrinas en la adenohipofisis. No se
encontraron células GH+ positivas en las colonias (Figura 53A) vy el
namero de células Pitl+ dentro de las mismas es muy reducido
(Figura 53B). No se encontraron diferencias significativas en el
namero de células Pitl+ entre las colonias formadas a partir de
hipofisis de raton WT y KO (Figura 53C). De esta forma se puede
descartar que las células diferenciadas formen colonias y, al mismo
tiempo, asegurar que las células madre se mantienen en este estado
indiferenciado durante al menos siete dias.

207



ALBERTO PRADILLA DIESTE

A Sox2 Sox2/DAPI Sox2/DAPI/CF

WT

KO

Figura 52. Tinciones para marcadores de células madre en cultivos primarios de
hipofisis de raton. Tinciones para Sox2 (A) y KIf4 (B). Los nlcleos estan marcados
con DAPI (Azul). Se incluye también una imagen de contraste de fases (CF) para
delimitar la morfologia de la colonia. Fotografias representativas de colonias
tefidas para estos dos marcadores en cultivos de raton con genotipos WT y KO. Las
fotografias se tomaron en un microscopio de fluorescencia con un objetivo 20X.
n=3.
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Figura 53. Tinciones para marcadores de células diferenciada en cultivos
primarios de hipofisis de raton WT y KO para Gfra2. Tinciones para GH (A) y Pit1
(B). Los nlcleos estan marcados con DAPI (Azul). Se incluye también una imagen de
contraste de fases (CF) para delimitar la morfologia de la colonia. Fotografias
representativas de colonias tefidas para estos dos marcadores en cultivos de raton
con genotipos WT y KO. C) Porcentaje de células Pit1+ respecto al nimero de
células (DAPl) de 6 colonias de un cultivo. Las fotografias se tomaron en un
microscopio de fluorescencia con un objetivo 20X.
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7.2. PROLIFERACION DENTRO DE LAS COLONIAS DE
CELULAS MADRE

Al igual que en los estudios in vivo, se afiadio EdU a los pocillos
en los que habian crecido colonias para estudiar la proliferacion
celular dentro de las colonias de células madre. Un nimero elevado de
las células encontradas en las colonias obtenidas a partir de ratones
WT son positivas para la deteccion de EAU (Figura 54A y 54B). Por
el contrario, las colonias obtenidas a partir de ratones KO presentan
una menor cantidad de células EdU+. Ademaés, la intensidad de
fluorescencia obtenida tras las reacciones de quimica Click es mayor
en las células de los cultivos de ratones WT (Figura 54A 'y 54B).
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Figura 54. Proliferacién celular en las colonias de células madre de hipéfisis de
raton WT y KO para Gfra2. A) Deteccion de EdU (verde) intercalado en el ADN de
las células que forman las colonias. Los nlcleos estan marcados con DAPI (Azul). Se
incluye también una imagen de contraste de fases (CF) para delimitar la morfologia
de la colonia. Fotografias representativas de colonias en cultivos de raton con
genotipos WT y KO. B) Porcentaje del niUmero de células EdU+ respecto al nimero
de células (DAPI), contaje de 9 (WT) y 7 (KO) colonias de un total de 3 cultivos
diferentes.

% Células EAU+/DAPI
3
1

210



RESULTADOS

7.3. SENESCENCIA EN LAS COLONIAS DE CELULAS
MADRE HIPOFISARIAS

Tal y como ocurre in vivo, las células de los cultivos conseguidos
a partir de hipdfisis de ratones KO presenta un mayor nimero de
células positivas para la tincion de p21 (Figura 55A y 55B). Mientras
que en la tincion de las colonias generadas a partir de animales WT
solo un pequefio porcentaje del total de células es positivo para este
marcador (Figura 55A y 55B). Las colonias de los ratones KO estan
envejecidas respecto a las producidas a partir de células de los
animales WT.
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Figura 55. Inmunofluorescencia para el marcador de senescencia, p21, en
cultivos de células de hipofisis de ratones WT y KO para Gfra2. A) Imagenes
representativas de la tincion para la deteccién de p21 (verde) en colonias formadas
a partir de células madre hipofisarias. Los nucleos estan marcados con DAPI (Azul).
Se incluye también una imagen de contraste de fases (CF) para delimitar la
morfologia de la colonia. B) Porcentaje del nimero de células p21+ respecto al
numero total de células (DAPI) de un total de entre 3 y 5 colonias de un cultivo.

211



ALBERTO PRADILLA DIESTE

8. EXPERIMENTO DE RESCATE DEL FENOTIPO
DE ENANISMO

8.1. DESCRIPCION Y ESTANDARIZACION DEL
PROCEDIMIENTO.

Tras los resultados obtenidos previamente, y tras haber
demostrado que la ausencia de Gfro2 produce cambios en la
maquinaria molecular de las células madre hipofisarias, se planted la
posibilidad de realizar un experimento de rescate del fenotipo
hipofisario normal en estos ratones. Para ello, la propuesta fue utilizar
una seleccion de células madre Gfro2+ de ratones WT implantadas
directamente en la hipofisis de animales KO (Gfra2™) recién nacidos.

Debido a la necesidad de realizar un seguimiento posterior de las
células  Gfro2+, se utilizd la cepa Gfra2-KO; B6;129S-
Sox2tm1(cre/ERT2)Hoch/J;  B6.129X1-Gt(ROSA)26SormEYFPICos/ g
como donantes, ya que la activacion del sistema de la Cre-
Recombinasa iba a permitir marcar las células Gfra2+ con GFP, que
posteriormente se mantendria en todo el linaje producido por estas
células en las hipdfisis de los animales receptores, que fueron de la
cepa Gfra2-KO, modelo en el cual no hay expresion de GFP.

El primer paso antes de proceder con el experimento fue
estandarizar el protocolo de aislamiento de las células madre de
animales de en torno a los 15 dias de edad, en los cuales estas células
estdn muy activas, y garantizar que una dispersion de un ndmero
suficiente de células (5000 células) puede concentrarse en un volumen
infimo de liquido que posteriormente ha de ser inyectado en la cabeza
de un animal neonato.

Las hipofisis de los animales en dia P15 se dispersaron a célula
unica y posteriormente se purifico la poblacion de células Gfra2+
mediante seleccion por anticuerpos anti-Gfro2 y al que posteriormente
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se une un anticuerpo secundario unido a particulas magnéticas (5).
Una vez seleccionadas las células Gfra2+ se coloco en una placa de
cultivo una gota de 4pl de medio con matrigel en la que habian sido
resuspendidas las células Gfra2+. El cultivo se mantuvo hasta el dia
siguiente para determinar que las células eran viables y proliferaban.
Como puede observarse en la figura 56A, es posible obtener una
densidad celular elevada en el volumen final igual al que
posteriormente seria inyectado en los animales receptores. Debido al
matrigel y a la alta tasa de replicacion de las células madre en ratones
prepuberales, al dia siguiente de cultivar las células algunas se habian
adherido al matrigel y comenzaron a dividirse formando colonias.

Para confirmar que efectivamente las células contenidas en la
dispersion eran células madre, se realizd una tincion doble para
detectar Sox2 (como marcador de célula madre) y GH (como
marcador de célula diferenciada), ya que ambos no se expresan juntos
en las células de la hipdfisis. La gran mayoria de células presentes en
la dispersién son positivas para Sox2, incluyendo aquellas que se
habian adherido al plato de cultivo y habian formado colonias (Figura
56B). Por otra parte, la seleccion de las células Gfra2+ con particulas
magnéticas puede considerarse un éxito ya que el namero de células
GH+ es infimo (Figura 56B).

En esta prueba inicial del cultivo, o se utilizaron animales que
expresasen EYFP debido a que presenta una mayor dificultad obtener
un elevado ndmero de animales que posean los 3 genotipos
adecuados, puesto que para obtener una dispersion celular suficiente
fueron utilizados 17 animales. También por ello se eligid6 Sox2 como
marcador de células madre en la validacion del cultivo de células
Gfra2+, debido a que, en el modelo de triple mutante son las células
Sox2+ las que expresan EYFP tras la activacion de la
Cre-recombinasa.
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Sox2 Sox2/ GH/DAPI

Figura 56. Validacion de la obtenc10n de células madre de ratones prepuberales
(dia postnatal 15, P15). A) Fotografias de microscopia dptica de la dispersion
celular obtenida a partir de las hipofisis de 15 animales en edad P15. B) Tincion de
la dispersion celular para la deteccion de Sox2 (rojo) y GH (verde). Esta doble

tincion la comprobacion de que las células presentes en la dispersion son solo
células madre (Sox2+/GH-). Los nucleos estan marcados con DAPI (Azul).

Tras demostrar que es posible obtener un volumen pequefio con
una dispersion celular suficiente, se procedio a iniciar el experimento
de implantacion de las células. La via elegida fue el canal auditivo,
que en roedores neonatos se encuentra alineado con la hipofisis y de
esta forma no se dafian estructuras fundamentales presentes en la
cabeza en el momento de la inyeccidén. Antes de la realizacion del
experimento se llevaron a cabo varias pruebas con tinta china en
ratones neonatos utilizando una aguja Hamilton a 90° y a 4mm de
profundidad es posible alojar una gota de 4uL de liquido sin que haya
reflujo ni se produzca sangrado a traves del canal auditivo.
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Para el experimento se establecieron 6 cruces de animales
donantes con genotipo Gfra2*/*; Sox2CrERT2+- R2GYFP*/* v 4 cruces
para la obtencion de animales receptores Gfra2”. De los cruces
donantes se obtuvieron 35 animales de los cuales solo 11 fueron
validos para el experimento. De los cruces receptores se obtuvieron 13
crias, de las cuales 4 fueron hembras y 9 machos, y solo 2 de estos
animales presentaban el genotipo KO (una hembra y un macho).

Todos los animales sobrevivieron al pinchazo, y no se observd
sangrado en ninguna cria tras la inyeccién. No se produjo ningun tipo
de rechazo por parte de las madres, y las crias no presentaron
alteraciones evidentes hasta el momento del destete a los 25 dias, por
lo que no se descart6 ningn animal.

Las crias se marcaron en la segunda semana después de la
inyeccion y se realizd un seguimiento de pesos y longitudes a todos
los animales receptores desde el dia del marcaje hasta la semana 13,
edad en la que se consideran adultos jovenes y el crecimiento se ha
detenido. En ese momento los animales se anestesiaron para medirles
diferentes caracteristicas fisicas y se perfundieron para incluir las
hipdfisis en parafina y poder realizar tinciones que corroborasen que
las células se habian alojado en la hipdfisis y los posibles efectos que
podian tener.

8.2. EFECTOS DE LA IMPLANTACION DE CELULAS
Gfro2+/Sox2+/LoxP-EYFP EN RATONES KO PARA Gfro2

Los ratones a los cuales se les implantaron las células madre se
denominaron R seguido del nimero dentro del experimento. Los
animales KO fueron la hembra R6 y el macho R7. El resto de los
animales poseen genotipo heterocigoto y se utilizaron como controles
en el experimento, ya que el fenotipo presentado es igual al WT.
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Como se puede observar en la figura 57A y 57B, los valores de
talla y peso de la hembra R6 estan por debajo del resto de los valores
medidos en las hembras heterocigotas para Gfra2. El patron de
crecimiento es el mismo que el de sus hermanas de camada, pero
durante las once semanas en las cuales se realiz6 seguimiento, no
parece que haya ningin momento en el que pueda apreciarse una
diferencia en el crecimiento.

Por otro lado, el crecimiento del macho R7 se asemeja al de sus
hermanos de camada heterocigotos (Figura 57A y 57B). El raton R7
presenta una longitud reducida respecto a los heterocigotos durante las
semanas 2 a 6 del seguimiento (Figura 57A), pero su crecimiento se
dispara en torno a la semana 7, momento en el que supera en longitud
a algunos de sus hermanos. Posteriormente la longitud de R7 se
estabiliza, pero continla manteniéndose por encima de algunos de los
machos heterocigotos hasta el final del experimento (Figura 57A).

En lo relativo al peso, el macho R7 comienza el seguimiento con
un peso menor al de sus hermanos de camada heterocigotos (Figura
57B). Esta tendencia se mantiene a lo largo de todo el experimento,
mostrando valores que se acercan al rango en el que se encuentran los
animales heterocigotos. Si se compara la pendiente de la curva del
peso de la hembra R6 y el macho R7 (Figura 57B), se puede observar
que la curva de crecimiento de la hembra R6 tiene una pendiente igual
a la de sus hermanas heterocigotas hasta la semana 4, pero
posteriormente la pendiente de la curva de crecimiento en peso es
menor. Sin embargo, la curva de crecimiento en peso del macho R7
tiene la misma pendiente que la de sus hermanos de camada desde la
semana 4 hasta el final del experimento (Figura 57B).

El siguiente paso fue comparar las curvas de crecimiento de R6 y
R7 con las de ratones WT y KO de la cepa Gfra2-KO. Para ello se
generaron graficas de curvas de crecimiento en las que se integran los
datos recogidos en la figura 57 para R6 y R7 junto con las curvas de
crecimiento de machos y hembras, WT y KO, de la figura 15.
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Figura 57. Curvas de crecimiento de todos los animales con células Gfra2+
inyectadas al momento del nacimiento. Curvas de crecimiento en longitud (A) y
peso (B) en hembras (verde) y machos (azul) desde la tercera semana hasta la edad
adulta. Los ratones R6 y R7 tienen genotipo KO y estan representados en rojo para
diferenciarlos del resto de hembras y machos. Los datos estan representados como
el valor individual de longitud o peso para cada ratén. Estan marcados en rojo la
hembra KO Ré y el macho KO R7.

La hembra R6 tiene una longitud y un peso en el rango de los
valores medios de las hembras KO a la tercera semana (Figura 58A y
58B). La tendencia de crecimiento seguida por R6 es similar a la que
puede observarse en hembras KO, aunque el area bajo la curva es
ligeramente superior hasta la octava semana. Después el crecimiento
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en longitud de R6 se estabiliza, quedando en la media de las hembras
KO (Figura 58A). Por otra parte, el aumento de peso que surge en la
cuarta semana se asemeja mas a la media que presentan las hembras
WT (Figura 58B). A partir de la quinta semana, la ganancia de peso
de R6 se reduce considerablemente y continua en valores proximos a
los de hembras KO hasta la semana 13, en la que fue sacrificada
(Figura 58B).

El macho R7 comienza el seguimiento presentando una longitud
en la media de un macho KO de tres semanas (Figura 58A). Sin
embargo, su peso se encuentra por debajo de la media cuando se
compara con el de los machos KO en la tercera semana (Figura 58B).
El crecimiento tanto en peso como en longitud de este raton se
mantiene con la misma pendiente que la de los machos KO hasta la
sexta semana (Figuras 58A y 58B), y los valores continuaron siendo
similares a la media de los machos KO. En la séptima semana se
produce un aumento relevante de ambas medidas, que permiten
comparar la longitud del raton R7 a la de un macho WT en la séptima
semana (Figura 58A). El aumento del peso de R7 no es tan
pronunciado, pero en este punto empieza a superar a la media de peso
de los machos KO (Figura 58B). A partir de la octava semana la
longitud de R7 se estabiliza y el crecimiento hasta la decimotercera
semana es minimo (Figura 58A). De todas formas, el crecimiento
disparado de la séptima semana le permite mantener una talla en la
media de los ratones WT desde ese momento hasta el sacrificio
(Figura 58A). El aumento de peso del ratén R7 no es tan pronunciado
como el aumento en la talla, pero ya se sitla por encima de la media
de los ratones KO de siete semanas (Figura 58B). A partir de la
octava semana, el aumento de peso se asemeja mas al propio de los
machos WT que al de los KO, pero no llega a alcanzar el peso de los
ratones WT, aunque si supera la media del peso de los ratones KO
desde la octava semana hasta el momento del sacrificio (Figura 58B).
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Figura 58. Curvas de crecimiento de los ratones R6 y R7 en comparacién a las de
ratones WT y KO. Comparacion de longitud (A) y peso (B) en de R6 y R7 con
hembras y machos respectivamente, tanto WT como KO desde la tercera semana
hasta la edad adulta. Los datos estan representados como la media+SD. n=10 para
longitudes y n=15 para pesos. Los valores de R6 y R7 son individuales de cada
animal.

Una vez estudiadas las curvas de longitud y peso de los ratones
KO alos que se les habian implantado células Gfra2+ en la hipofisis y
determinar que se habia producido un aumento del crecimiento en
peso y longitud de uno de ellos, se comparo la longitud y el peso de
todos los animales al momento del sacrificio con las medias de los
ratones WT y KO del sexo correspondiente.
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Las hembras heterocigotas hermanas de camada de R6 no
presentan variaciones significativas en peso o longitud respecto a la
media de hembras WT adultas jovenes (Figura 59A). La hembra R6,
como ya se pudo observar en las curvas de crecimiento, presenta una
talla en la media de las hembras KO adultas y un peso ligeramente
inferior a la media (Figura 59A y 59B).

En machos, sin embargo, el resultado obtenido es diferente. Se
puede observar que 6 de los 8 animales heterocigotos a los que se les
implantaron células Gfra2+ en la hipofisis, presentan una talla mayor
en la edad adulta cuando estos valores se compararon con la media de
ratones macho WT adultos jovenes (Figura 59A). Este aumento de la
longitud es especialmente Ilamativo en el raton R4, cuya longitud
supera a la media de los ratones WT en casi 10mm (Figura 59A). En
cuanto al peso, la mayoria de los ratones heterocigotos se encuentra en
los valores medios de los machos WT adultos jovenes, menos los
animales R4 y R9 que superan el peso medio (Figura 59B). El raton
KO R7 por su parte, alcanza la longitud media de un raton WT adulto
(Figura 59A) y presenta un peso marcadamente superior al de un
macho KO adulto (Figura 59B).
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Figura 59. Comparacion de la longitud y el peso en la edad adulta de los ratones
del experimento con los de adultos WT y KO. A) Fotografias de las hembras R2
(HZ), R11 (HZ) y R6 (KO) y los machos R4 (HZ), R8 (HZ) y R7 (KO). B) Medida de la
longitud en la edad adulta de animales WT y KO, representada como la media+SD
de 17 animales y de todos los ratones con células Gfra2+ inyectadas representados
como valores individuales. C) Medida del peso en la edad adulta de animales WT y
KO, representada como la media+SD de n=21-28 animales, y de todos los ratones
incluidos en el experimento representados como valores individuales.
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Continuando con el experimento de rescate de fenotipo, en el
siguiente paso se seleccionan los dos ratones KO (R6 y R7), ademas
de dos hembras (R2 y R11) y dos machos (R4 y R8) para estudiar
diferentes caracteristicas fisicas de estos animales y compararlas con
las de ratones WT y KO adultos.

En hembras puede apreciarse a simple vista que el tamafio de la
cabeza de R6 es menor que el de las otras dos hembras seleccionadas
en el experimento (Figura 60). Y cuando se observan las medidas de
la longitud y anchura de la cabeza y la longitud de la mandibula
inferior, los valores son muy similares a los de las hembras WT
(Figura 60). Las medidas de R6 se encuentran en el rango medio para
una hembra KO, y las de R2 y R11 en el rango de una hembra WT
adulta (Figura 60).

En machos las diferencias entre las cabezas de los tres ratones son
menos evidentes, pese a que a simple vista es posible reconocer que
R4 tiene una cabeza de mayor tamafio que las de sus hermanos de
camada (Figura 60). Cuando se comparan los valores medidos para la
longitud de la cabeza, con los valores de referencia (medias de machos
WT o KO), no hay muchas diferencias (Figura 60). Es relevante
resaltar que el tamafio de la cabeza de R8 queda por debajo del valor
medio para un macho heterocigoto adulto (Figura 60). Sin embargo,
la diferencia de longitud de la cabeza entre R4 y R8 es de tan solo
1mm (Figura 60). Respecto a la anchura de la cabeza, R7 alcanza un
valor en la media de machos WT y R4 supera esta media (Figura 60),
resultado que se repite al comparar la longitud de sus mandibulas
inferiores con los valores promedio de machos WT adultos (Figura
60).

En la figura 60 también puede observarse que el tamafio de la
hipofisis de R6 es menor que el de R2 y R11. Respecto a los machos,
el tamafio de la hipofisis de R7 se asemeja bastante al de la hipofisis
de R4, y es superior al de R8.
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Figura 60. Tamano de la cabeza y la hipéfisis de los ratones con células Gfra2+
implantadas. Hembras: R2, R11 y R6é (KO); Machos R4, R8 y R7 (KO). La media de
las medidas en animales WT y KO (tanto hembras como machos) se calculo a partir
de los valores de 10 ratones. Estos valores estan representados como la media+SD.
Los valores de los ratones R2, R11, R6, R4, R8 y R7 estan representados como
valores individuales.

Previamente a la perfusion de estos 6 ratones, también se les
midieron algunas otra de las caracteristicas fenotipicas que tienen que
ver con las extremidades. Las medidas de la tibia y la mano de R6 son
iguales que la media de estas medidas en hembras KO adultas (Figura
61). El pie, por otra parte, presenta una longitud mayor a la media,
pero en el rango de las hembras KO. Por su parte, se puede observar
que las hembras R2 y R11 poseen unas extremidades mas largas que
las encontradas en hembras WT adultas (Figura 61). En el caso de
R7, la medida del pie se encuentra por encima de la media de este
miembro en machos KO adultos y las medidas de la tibia y la mano
alcanzan el rango de longitudes que se puede encontrar en ratones WT
(Figura 61). EI macho R4 presenta extremidades y miembros que
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superan la media obtenida en ratones WT adultos (Figura 59). El
macho heterocigoto R8, por su parte, posee miembros cuya longitud
se mantiene en la media de ratones WT (Figura 59).

Tibia Tibia

WT KO R6 R2 Ri1 WT KO R7 R4 RS

Pie Mano Mano

WT KO R6 R2 Ri1 WT KO R6 Rz R11 WT KO R7 R4 RS WT KO R7 R4 RS8

Figura 61. Tamafio de las extremidades de los ratones con células Gfra2+
implantadas. Hembras: R2, R11 y Ré (KO); Machos R4, R8 y R7 (KO). La media de
las medidas en animales WT y KO (tanto hembras como machos) se calculo a partir
de los valores de 10 ratones. Estos valores estan representados como la media+SD.
Los valores de los ratones R2, R11, R6, R4, R8 y R7 estan representados como
valores individuales.

8.3. DETECCION DE CELULAS GFP+ EN LA HIPOFISIS DE
LOS DOS RATONES Gfia2'

Una vez demostrado que el raton R7 no presentaba el fenotipo de
enanismo encontrado en los machos KO de la misma edad, se decidid
comprobar que efectivamente este rescate del fenotipo era debido a la
implantacion y posterior proliferacién y diferenciacion de las células
Gfro2+ inyectadas en el momento del nacimiento. Esta validacion se
realizd mediante una tincion inmunofluorescente triple para la
deteccién de GFP (presente solo en las células implantadas), Sox2
(marcador de célula madre) y GH (marcador de célula diferenciada).
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Se realiz6 la inmunodeteccion en los ratones R2, R11, R6, R4, R8
y R7. Pero solo fue posible detectar células GFP+ en los ratones R11y
R7 (Figura 62).

Algunas células GFP+ se encuentran dispersas en la
adenohipofisis de estos dos ratones. Lo que demuestra que las células
que se habian inyectado al momento del nacimiento se han implantado
en la hipdfisis (Figura 62). Ademas, es posible encontrar alguna
célula GFP+/Sox2+, que ha mantenido el estado de célula madre
desde el momento de la implantacién (Figura 60).

También se encuentran células GFP+/GH+, que en este caso
corresponden a células que se han implantado correctamente y que se
han diferenciado a células somatotropas (Figura 62). Estas células
pierden la expresion de Sox2 en el proceso de diferenciacion, pero
mantienen la expresion de GFP.

Finalmente, aparecen ceélulas GFP+/Sox2-/GH- (Figura 62).
Estas células provienen de las células que se implantan en la hipofisis
y que probablementes se hayan diferenciado a otro tipo de célula
endocrina diferente a la célula somatotropa.

Con todos estos resultados, se confirma que la implantacion de
células Gfra2+ en ratones KO neonatos fue un éxito, y que estas
células fueron capaces de sobrevivir hasta la edad adulta, dividirse y
diferenciarse. Ademads, la implantacion de estas células madre Gfra2+
permitié a unos de los ratones KO (R7) crecer y adquirir un tamafo
que se podria comparar al de un ratébn WT en lugar de un raton KO
adulto. Gracias a esta implantacion de células, fue posible rescatar el
fenotipo de este animal.
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Figura 62. Inmunofluorescencia para la deteccion de células GFP+ implantadas
en la hipofisis de ratones heterocigotos o KO. Tincion triple para detectar GFP
(verde), un marcador de células madre (Sox2; rojo) y un marcador de célula
diferenciada (GH; azul). Los nucleos estan marcados con DAPI (Gris). En la figura se
muestran fotografias de microscopia confocal de secciones de hipofisis de los
ratones R11 y R7, que son los dos en los que pudieron detectarse células GFP+. La
punta de flecha blanca sefala una célula GFP+/Sox2+, que corresponde con una
célula implantada que mantiene el estado de célula madre. La punta de flecha
amarilla sefala una célula GFP+/GH+, que corresponde con una célula que fue
implantada pero que se diferencid a célula somatotropa.
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9. MICROSCOPIA 3D EN LA HIPOFISIS:
ESTANDARIZACION DE LA METODOLOGIA
PARA LA OBSERVACION CON EL
MISCROSCOPIO LIGHT-SHEET

La microscopia de fluorescencia clasica en dos dimensiones
presenta algunas limitaciones. Las secciones de criotomo o de parafina
tienen un grosor aproximado de entre 4 y 10 micras y para 6rganos de
gran tamario, es necesario el estudio de un gran nimero de secciones.
Otra de las limitaciones es que no siempre se trata de organos que
sean simétricos; asi dentro de algunos organos la localizaciéon de un
determinado tipo de células no esta distribuida homogéneamente. Un
ejemplo concreto es el nicho de células madre de la hipofisis, que se
extiende en prolongaciones hacia el interior de la adenohipdfisis (118,
119).

Para solucionar estas limitaciones de la microscopia en dos
dimensiones, surgié a principios del siglo XXI un nuevo tipo de
microscopia de fluorescencia denominado microscopia de
fluorescencia Light-Sheet (LSFM) (223). La principal ventaja de este
tipo de microscopia es que permite una distancia focal o profundidad
de imagen mucho mayor que otros tipos de microscopia actuales. Sin
embargo, el aumento en este poder de penetracion de la luz se
consigue sacrificando poder de resolucion cuando se compara con
otros tipos de microscopia, como la microscopia confocal, ya que la
microscopia Light-Sheet no deja de ser un tipo de microscopia Optica
(224, 225).

En este tipo de microscopio es posible el estudio de muestras
tridimensionales tefiidas con anticuerpos fluorescentes. Esta
tecnologia nacio principalmente para el estudio del cerebro, pero con
el tiempo los protocolos disponibles fueron adaptandose a otro tipo de
muestras diferentes entre las que se podian encontrar otros érganos de
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raton, embriones de raton, pez cebra, fragmentos de tejido humano o
incluso cultivos celulares en tres dimensiones (226-228).

Para la visualizacion de las muestras en el microscopio
Light-Sheet, estas tienen que pasar primero por dos etapas criticas que
son el clarificado y la tincién con anticuerpos fluorescentes. Una vez
las muestras estan clarificadas se iguala su indice de refraccion al del
liquido en el que van a sumergirse para su observacion. Finalmente,
las muestras se sumergen en el liquido y se iluminan de forma lateral
con dos haces laser, cada uno de los cuales esta compuesto por 3 hojas
de luz. Los dos haces confluyen en el mismo punto, la luz es reflejada
90 grados verticalmente, recogida por el objetivo y finalmente
fotografiada. Gracias al poder de penetracion de la luz, y a la distancia
de trabajo del objetivo, es posible fotografiar multiples planos a partir
de los cuales se puede generar una reconstruccién en tres dimensiones
del 6rgano completo, en la cual poder estudiar la tincion de la muestra
entera (229, 230).

El clarificado es la etapa mas critica en la microscopia Light-
Sheet. Es fundamental obtener muestras lo mas transparentes posibles
para evitar la refraccion de la luz dentro de la muestra y de esta forma
aumentar la nitidez de las imagenes obtenidas. Muestras transllcidas u
opacas no permiten el completo paso de la luz y las imagenes
obtenidas no pueden enfocarse bien y quedan borrosas.

Para la implementacion de la microscopia Light-Sheet en el
estudio de la hipofisis, se comenz6 con la comparacion de varios
métodos de clarificado mediante métodos organicos como VISIKOL e
iDISCO (203) con el método acuoso X-CLARITY.
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9.1 VISIKOL

La gran ventaja de este método es que es un método comercial en
el que todos los pasos del protocolo estan estandarizados y desde la
propia compafiia tienen preparados protocolos personalizados para
determinados tipos de muestras.

Los resultados obtenidos mediante este protocolo no fueron
Optimos. Tras mdaltiples intentos de estandarizacion, no se consiguio
un grado de clarificado aceptable en ninguna de las muestras
ensayadas. Solo fue posible enfocar bien la neurohipofisis o las capas
mas externas de la adenohipofisis (Figura 63). Esto es debido a que la
opacidad que todavia presentan las muestras no permite el paso de la
luz a capas mas internas de la adenohipofisis, ya que la densidad
celular de esta parte del tejido es muy alta, a diferencia de la
neurohipofisis que estd formada por algunas células y principalmente
axones de neuronas.

Por otra parte, el protocolo de tincion resultd admisible. La
tincion para Sox2 que se puede observar en la figura 63A es
relativamente similar a la que podria obtenerse en una seccion de
parafina fotografiada con un microscopio confocal a bajo aumento. El
nicho de células madre puede observarse en la Gltima fila de células
bordeando la zona marginal, pero los progenitores dispersos en la
adenohipofisis no se definen debido a la insuficiencia en el grado de
clarificado y de magnificaciéon, que es una limitacién propia de la
configuracién del microscopio del que se dispone en ese momento.

Ademas de las limitaciones en el proceso de clarificado, este
protocolo también dificulta la manipulacion de las muestras una vez
deshidratadas ya que reduce visiblemente su tamafio y las endurece.
Algunas muestras se perdieron por la fragilidad que presenta el tejido
una vez completado todo el proceso. Finalmente, las muestras deben
ser pegadas al soporte del microscopio para poder ser fijadas y
observadas, lo que complica enormemente que tengan la orientacion
deseada para su observacion en el microscopio Light-Sheet.
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Figura 63. Tincion para Sox2 en hipdfisis de raton adulto joven clarificadas con
VISIKOL. A) Imagen de una fotografia en 2D. B) Reconstrucciones tridimensionales
realizadas a partir de secciones en 2D que abarcan el volumen completo de la
hipofisis. (AP: Adenohipdfisis; IL: Lobulo intermedio; NP: Neurohipofisis).

9.2.iDISCO

El segundo de los métodos organicos de clarificado utilizados
fue iDISCO, que presentd algunas mejoras sustanciales respecto a los
resultados que se habian obtenido con el protocolo de VISIKOL.

El grado de clarificado de la muestra mejora en gran medida
con este nuevo protocolo. Y las tinciones conseguidas se asemejan
todavia mas a aquellas de microscopia confocal previamente
presentadas en la figura 30A. No obstante, aparece un halo rojo
alrededor del tejido, el denominado efecto borde, que tiene una
intensidad superior a la de la tincion (Figura 64A y 64B). En la
figura 64A puede observarse uno de los planos recogidos con el
microscopio Light-Sheet. En esta imagen, la tincion conseguida en el
nicho de células madre es intensa y precisa, pero no es posible
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observar los progenitores de la adenohipofisis debido a la intensidad
del efecto borde. La figura 64B es una reconstruccién tridimensional
en la que solo se utilizan los planos intermedios de la hipdfisis. En
este caso el problema es el mismo, el efecto borde tan intenso que
aparece en la imagen opaca el resto de la tincion. Cuando se realiza la
reconstruccion tridimensional de la muestra completa, el nicho de
células madre puede observarse completamente definido, al igual que
las prolongaciones de células Sox2+ que nacen en el nicho y van hacia
la adenohipofisis (Figura 64C). En este caso el efecto borde se diluye,
pero sigue siendo dificil encontrar las células Sox2+ dispersas en la
adenohipofisis (Figura 64C).
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Figura 64. Tincion para Sox2 en hipéfisis de raton adulto joven clarificadas con
iDISCO. A) Imagen de una fotografia en 2D. B) Reconstruccion tridimensional
realizada a partir de secciones en 2D de la parte central de la hipofisis.
C) Reconstruccion en 3D del volumen completo de la hipofisis teiida para Sox2.
(AP: Adenohipofisis; IL: Lobulo intermedio; NP: Neurohipdfisis).

Los resultados con el protocolo de iDISCO son mejores que los
obtenidos previamente con VISIKOL. Aun asi, el resultado final no es
el optimo y siguen existiendo algunos inconvenientes. El principal es
el efecto borde mencionado anteriormente, causado durante la etapa
de tincion, durante la cual la penetracion de los anticuerpos resulta
insuficiente. Ademas, al tratarse de otro método organico, la muestra
reduce su tamafio y se torna mas dura y fragil. Se utilizé agarosa para
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incluir las muestras, y aunque se facilitaba el manejo y la colocacion
de estas en el microscopio, se perdia calidad en la observacion en el
microscopio Light-Sheet.

9.3. X-CLARITY

El dltimo de los métodos de clarificado estandarizados fue
X-CLARITY, que esta incluido en los protocolos acuosos. EI cambio
de tipo de protocolo significa una ventaja desde el principio, ya que en
los métodos acuosos las muestras no se deshidratan al final del
procedimiento, la consistencia de la muestra final es similar a la de un
gel y puede manejarse con un menor riesgo de partirse ya que no es
tan fragil. Ademas, los drganos aumentan el tamafio en un factor de 2x
0 3x, al tiempo que mantienen completamente la estructura.

En la figura 65 se pueden observar el aspecto de la muestra tras
las diferentes etapas del proceso hasta la obtencién de la muestra final
completamente clarificada. EI grado de transparencia obtenido con
este protocolo es muy elevado.

I B MR
- B 1
i

Figura 65. Etapas del clarificado en el protocolo X-Clarity utilizando hip6fisis de
ratén adulto joven. A) Hipofisis sin perfundir. B) Hipofisis perfundida. En este paso
se ha eliminado la sangre y la hipdfisis adquiere un color blanco opaco. C) Hipdfisis
transparente tras el paso de clarificado. Tras este paso la hipdfisis aumenta de
tamano. D) Hipdfisis colocado sobre un bloque de agarosa tras el paso final de
indice de refraccion. En este punto el protocolo estd acabado y la hipofisis es
completamente transparente.
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Las imagenes obtenidas al fotografiar en el microscopio Light-
Sheet al fotografiar las muestras clarificadas con el protocolo de X-
CLARITY permiten observar una gran mejoria en cuanto a las
obtenidas con los dos métodos orgénicos. En la tincion para Sox2, la
definicion de las células del nicho de células madre mejora
considerablemente, y ademas permite distinguir las células Sox2+
dispersas en la adenohipdfisis (Figura 66A y 66B). También es
posible definir mejor la estructura de las prolongaciones que nacen en
el nicho y se prolongan hacia la adenohipéfisis (Figura 66A y 66B).
Finalmente, la calidad de las imagenes a mayores aumentos se
mantiene, reforzando de esta manera la capacidad de afirmar que tanto
la tincion como el clarificado son mas adecuados.

En la reconstruccidn tridimensional realizada a partir de todos los
planos fotografiados del 6rgano se observa correctamente la estructura
de las dos lineas de células que conforman el nicho de células madre.
También queda definida la estructura de los foliculos de células madre
(Figura 66C), estructuras que actualmente no estan estudiadas, pero
se postulaba que se trata de prolongaciones tubulares que en las
secciones de parafina pueden observarse como espacios vacios
rodeados de células Sox2+ y que se asemejan a la luz de una tuberia.
Ademas, la distribucién de las células Sox2 dispersas en la
adenohipofisis es muy similar a la que se consigue en las tinciones de
secciones de parafina previamente presentadas en la figura 30.

La calidad de las imagenes obtenidas tras el clarificado con el
protocolo de X-CLARITY, es muy superior a aquella que se observa
en los protocolos de clarificado anteriores, no se pierde informacion.
Este protocolo de clarificado y tincién, podria ser de gran utilidad en
el estudio de la hipdfisis.
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Figura 66. Tincion para Sox2 en hipéfisis de raton macho adulto joven
clarificadas con X-CLARITY. A) Fotografias en 2D de una hipofisis tefida para Sox2
a diferentes aumentos en las que se puede observar con detalle el nicho de células
madre. B) Fotografias en 2D de una hipofisis tefida para Sox2 a diferentes
aumentos en las que se puede observar las prolongaciones del nicho hacia la
adenohipofisis. C) Reconstruccion en 3D del volumen completo de la hipofisis
tenida para Sox2. (AP: Adenohipofisis; IL: Lobulo intermedio; NP: Neurohipdfisis).

235



ALBERTO PRADILLA DIESTE

Ademas de la tincion para Sox2, también se probo a detectar la
poblacion endocrina mas abundante, las células somatotropas, tifiendo
para GH. Este tipo de tincion es completamente diferente, ya que es
un marcaje citoplasmatico en lugar de nuclear. Ademas,
aproximadamente la mitad de las células de la hipofisis son positivas
para GH.

GH

Figura 67. Tincion para GH en hipofisis clarificadas con X-CLARITY.
A) Reconstrucciones en 3D de una hipofisis tefida para GH a diferentes aumentos
en las que se puede observar la distribucion de las células somatotropas. B)
Fotografias en 2D de una hipdfisis tefiida para GH a diferentes aumentos en las que
es posible apreciar la tincion citoplasmatica con el nlcleo vacio (AP:
Adenohipofisis).
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La tincion obtenida para esta hormona permite observar los
citoplasmas tefiidos con el nucleo vacio. Y la distribucién de las
células es la esperable en los laterales de la hipéfisis (Figura 67A y
67B).

De los tres métodos de clarificado utilizados el que mejor
resultados aporta es X-CLARITY, en el cual el grado de transparencia
conseguido es muy elevado y las tinciones muy convincentes. Los
resultados aqui presentados permiten confirmar que este protocolo es
valido en el estudio de 6rganos endocrinos de pequefio tamafio, como
la hipofisis.

237






DISCUSION






DISCUSION

Estado actual de las células madre hipofisarias

La hipdfisis es un érgano es fundamental para la homeostasis y el
correcto funcionamiento del organismo, ya que de esta glandula
dependen procesos basicos como el crecimiento, la reproduccién o el
metabolismo. Es conocido que los requerimientos hormonales no son
estables a lo largo de la vida de los individuos, y que procesos
fisioldgicos o patolégicos puedan estar modulando dicha demanda.
Durante el comienzo del desarrollo postnatal y la pubertad existe una
mayor demanda de hormona de crecimiento, implicada en el
crecimiento longitudinal del individuo. El embarazo y la lactancia son
otras situaciones concretas que requieren un mayor aporte hormonal,
siendo necesaria una mayor cantidad de gonadotropinas durante el
embarazo y de prolactina durante la lactancia. Sin embargo, estos son
solo algunos ejemplos.

Como ya se habia comentado en la introduccion, la distribucién
clasica de células endocrinas en humano es la siguiente: Somatotropas
40-50%, lactotropas 10-25%, corticotropas 15-20%, gonadotropas 10-
15% vy tirotropas <5% (2). No obstante, las situaciones antes
mencionadas requieren una mayor cantidad de una o varias de las
hormonas. Los estudios méas recientes de snRNAseq y sSnATACseq
aportan informacion mas actualizada sobre esta distribucion celular en
la hipofisis, y con toda la informacion obtenida, el recuento de células
no se restringe exclusivamente a las células endocrinas diferenciadas
(aunque sigan siendo la mayor proporcién de células de la hipdfisis).
En la nueva distribucion celular de hipdéfisis total de ratén segun la
secuenciacion llevada a cabo por Ruf-Zamojski y colaboradores se
reduce el nimero de somatotropas a 30% en hembras y 50% en
machos, lactotropas 36% hembras y 19% machos, melanotropas
alrededor de un 7% para ambos sexos, 4% de gonadotropas en
hembras y 6% en machos, 3,5% de corticotropas y entre 1,5y 2% de
células tirotropas (8). Las células madre suponen entre un 7 y un 10%
del ndmero total de células, siendo este mayor en hembras (8).
Finalmente se puede encontrar un porcentaje de en torno al 6-8% del
resto de celulas entre las que se encuentran pericitos, pituicitos,
células endoteliales y macrofagos (8). Estudios posteriores en
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hipofisis humana de donante cadaver también estudiaron las distintas
poblaciones celulares presentes en la hipofisis, y los autores comentan
que los porcentajes y marcadores son muy similares a los encontrados
por Ruf-Zamojski en raton, pero no aparecen en el articulo (10).

En estas situaciones en las que existe una mayor demanda
hormonal la hipofisis tiene que adaptarse, y esto es posible debido a la
elevada plasticidad que presenta este Organo. Pese a que en
circunstancias normales la tasa de proliferacion y recambio de la
hipofisis es extremadamente baja, ésta es capaz de adaptarse y generar
células nuevas para responder rapido a la demanda hormonal del
momento. No obstante, los mecanismos que aportan a la hipéfisis su
capacidad plastica no estan bien definidos (231). Se conoce que las
células diferenciadas son capaces de proliferar para dar lugar a células
del mismo tipo, o que puede darse procesos de transdiferenciacion
mediante los cuales se produce un cambio en el programa genético de
la célula y se transforma en otro de los tipos productores de hormonas
(232). Sin embargo, muchos autores afirman que las protagonistas
principales implicadas en la plasticidad de la hipofisis son las células
madre del nicho hipofisario y los progenitores comprometidos
dispersos por la adenohipofisis (4-6, 116). Gracias a los recientes
avances relacionados con la secuenciacion single-cell y single-nuclei,
el conocimiento sobre las células madre se ha ampliado en los Gltimos
cinco afios (8-10, 215, 233-235). No obstante, es un campo en el que
no se conocen los mecanismos exactos que regulan estas células ni se
conoce a fondo la relevancia que estas tienen, y las perspectivas para
los proximos afios resultan prometedoras (145).

Las células madre de la hipofisis se encuentran bordeando la zona
marginal, en las Gltimas capas de células de la adenohipofisis y el
I6bulo intermedio, pero este nicho no se considera una estructura
estatica ya que de él nacen ramificaciones de células positivas para los
marcadores SOX2 y SOX9 que parten hacia al parénquima de la
adenohipofisis. Ademas, también existen células SOX2+ y/o SOX9+
dispersas de forma individual por la adenohipdfisis. La existencia de
dos poblaciones diferentes de células madre en la hipdfisis ha sido
demostrada con los recientes estudios de snRNAseq (8), sin embargo,
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estas dos poblaciones no resultaron distinguibles mediante
SnATACseq (8). Por lo que parece que ambas poblaciones de células
madre comparten el perfil epigenético. En base a la literatura actual
sobre las células madre hipofisarias, las células del nicho poseen un
estadio de diferenciacion anterior a aquellas presentes en las
prolongaciones del nicho, y las células dispersas son progenitores
comprometidos en etapas de diferenciacién mas avanzadas pero que
pueden dar lugar a los cinco tipos de células productoras de hormonas
(8, 10, 122). A pesar de ello, no se conocen completamente los
mecanismos celulares que permiten completar la diferenciacién a
estos progenitores.

Respecto a las células del nicho (células GPS), nuestro grupo las
definié en el estudio original por la co-expresion de diferentes
marcadores, entre los que se encuentran GFRa2, PROP1 y marcadores
de célula madre (SOX2, SOX9, OCT4, KLF4...) (5, 116). De entre
estos marcadores, el méas estudiado es PROP1, se sabe que este factor
de trascripcion es importante para la activacion del linaje dependiente
de PIT1 que da lugar a las células somatotropas, lactotropas y
tirotropas, pero estudios llevados a cabo por Davis y colaboradores
utilizando un raton Propl-Cre permitieron demostrar que las células
que originalmente expresan Propl no dan lugar solo a las
dependientes de Pitl, sino también a las gonadotropas y las
corticotropas (236). La relevancia de PROP1 también se ha estudiado
ampliamente en el raton enano de Ames (Prop19™" en el cual la
ausencia de Propl da lugar ahipopituitarismo, presentando bajos
niveles de GH combinados con insuficiencia de uno o varios de los
demas tipos de hormonas (237, 238). El déficit menos es frecuente en
la deficiencia combinada de las hormonas hipofisarias (CPHD) por
mutacion de PROP1 es el de la hormona adenocorticotropa, aunque no
se conocen las razones por las cuales esta Ultima no esta alterada en el
fenotipo, aunque si puede haber déficit de hormonas gonadotropas
(LHy FSH).

De GFRo2 en la hipofisis solo se conoce que estd exclusivamente
presente en las células madre del nicho y que aumenta su expresion en
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determinadas etapas como el fin de la gestacion y el comienzo de la
lactancia (146). También hay una mayor expresion de GFRa2 en
adenomas hipofisarios no funcionantes, cuyo origen estimado son las
células madre (147).

Por ello, en la presente tesis doctoral quisimos ahondar en el
conocimiento de GFRa2 como marcador de células madre y en la
implicacion que pueda tener éste en la fisiologia de la hipdfisis
postnatal.

Posible splicing alternativo del gen Gfra2 en la hipodfisis

Para cllo nos fue amablemente cedido el raton Gfra2-KO
(Gfra2™) desde el grupo de Mati S. Airaksinen, de la Universidad de
Helsinki. Este raton generado y mantenido en Helsinki en un fondo
gnético mixto C57BI/6 / Sv129J, tiene interrumpido el primer exdn
del gen Gfra2. Desde el grupo de Airaksinen, este modelo de ratdn
habia sido utilizado principalmente para el estudio de Gfra2 en el
sistema nervioso del aparato gastrointestinal. Todo ello sin olvidar que
la mayoria de las investigaciones que se han enfocado en Gfra2 desde
su descubrimiento han sido en el sistema nervioso (63, 64).

El raton Gfra2-KO fue disefiado en 1999 por Rossi y
colaboradores, y los primeros descubrimientos que se hicieron sobre
Gfra2 utilizando este animal se centraron en la inervacion
parasimpatica del intestino (65). Los animales Gfra2”" no presentaron
alteraciones en la inervacion simpatica, pero tenian importantes
alteraciones de las neuronas colinérgicas del plexo mientérico (65).
También en relacion con el aparato digestivo, estos ratones Gfia2™
presentaban un deficit en la inervacion de las glandulas salivares (65).
Las alteraciones relacionadas con la inervacion parasimpatica del
intestino delgado se traducen a su vez en una disminucion de la
actividad contractil de este 6rgano, que los autores del estudio lo
atribuyen como causa del fenotipo ocasionado en estos ratones: Un
menor tamafio corporal debido a un crecimiento retardado. No
obstante, son los propios autores del estudio los que concluyen que
este crecimiento retardado no puede ser debido exclusivamente las
alteraciones en la inervacion del sistema gastrointestinal (65).
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La relacion entre Gfro2 y un modelo animal que presenta un
crecimiento retardado (y el consiguiente tamafio reducido) podria
deberse a multitud de factores. Y una de estas posibilidades es el
enlace entre Gfro2 y la hipofisis, 6érgano en el que esta proteina solo
esta presente en las células madre (5).

El primer paso fue estudiar la expresion de Gfra2 en la hipofisis
del modelo de raton Gfra2-KO que nosotros mantuvimos en un fondo
genético puro C57BI/6. Mediante PCR pudimos detectar que el raton
WT para Gfro2 expresa los transcritos que posteriormente daran lugar
a las 3 isoformas de la proteina Gfra2, la isoforma 201 (candnica o
larga), la isoforma mediana 202 (isoforma corta) y la isoforma 203
(mediana). Sin embargo, de estas 3 isoformas, solo el mRNA de la
isoforma 202 fue detectado en la hipofisis de los ratones con genotipo
KO para Gfro2. La banda esperada para la pareja de cebadores era de
152pb, como aparece en muestras de testiculo (tejido en el que existe
una elevada expresion de Gfra2 y que fue utilizado como control
positivo (26-28)). Sin embargo, en la hipofisis se encontr6 una banda
de aproximadamente 300pb utilizando los mismos cebadores
especificos de la isoforma corta de Gfia2, como se puede observar en
la banda obtenida para testiculo, y la débil presencia también
detectada en hipdfisis de la isoforma 202 del tamafio adecuado. Las 3
isoformas previamente descritas fueron detectadas en diferentes
tejidos, entre los que no se encuentra la hipdfisis (62, 239, 240), por lo
que es posible que en este 6rgano se produzca un splicing alternativo
que da lugar a isoformas alternativas a las descubiertas anteriormente
en el grupo de Too. Ademas, la isoforma resultante de este splicing
alternativo estaria compartiendo parte de la secuencia de la isoforma
corta, que no esta presente en la isoforma principal ni en la mediana.
La isoforma 202 y cualquiera que comience en este exon, tiene el
primer exén diferente a las isoformas 201 (candnica) y 203, por lo que
la mutacion introducida en la generacion del raton KO para Gfra2
creado por Rossi y colaboradores (65), no afecta a dichas isoformas,
que siguen expresandose en el raton Gfro2-KO.

En cuanto a la proteina Gfro2, hemos demostrado por western
blot mediante el uso de dos anticuerpos que la proteina candnica no se
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encuentra en ratones KO para Gfroa2. Sin embargo, al utilizar uno de
los anticuerpos en inmunofluorescencia (Invitrogen, PA5-19874), se
observl que aparece tincion positiva para Gfra2 en las células madre
del nicho tanto de ratones WT como KO. Una de las posibilidades es
que se esté reconociendo la isoforma 202, que deberia reconocerse en
ambos genotipos ya que habiamos encontrado ARMm de la misma en
extractos de hipofisis. Sin embargo, la isoforma 202 carece de péptido
sefial de entrada en el reticulo endoplasmico, y no existen
predicciones para un punto de anclaje GPI, por lo que no se espera que
sea esta isoforma la que se detectando en la membrana plasmatica de
las células del nicho hipofisario mediante inmunofluorescencia. La
otra alternativa esta relacionada con la banda de mayor peso
encontrada en la deteccion de ARNm de la isoforma 202.
Desconocemos la secuencia de esta posible isoforma, y por
consiguiente lo aminoécidos que conforma la proteina que se traduce a
partir de la misma. Pero viendo que comparte secuencia con la
isoforma 202 es probable que la proteina resultante contenga el
epitopo reconocido en inmunofluorescencia por nuestro anticuerpo
(Invitrogen, PA5-19874). Otra alternativa planteada es la posibilidad
de que en los ratones KO para Gfra2 se estuviese produciendo una
forma truncada de la isoforma candnica. Existen varios puntos de
inicio de la traduccién en la secuencia posterior a la mutacion
introducida por Rossi y colaboradores (65), pudiendo traducirse en
proteinas que contienen el epitopo que reconoce nuestro anticuerpo.
No obstante, no se predicen secuencias promotoras y las proteinas
resultantes carecen de péptido sefial, por lo que no se espera que se
pudieran expresar en la membrana plasmatica. Ademas, cuando
utilizamos el mismo anticuerpo en western blot no se encontrd
ninguna banda especifica en el ratén KO. Por todo ello, la hip6tesis
mas probable es que la isoforma no descrita hasta ahora sea la
detectada en inmunofluorescencia.

Gfro2 en la hipofisis solo se expresa en las células madre del
nicho hipofisario, por lo que estas formas de splicing alternativo
podrian deberse a la naturaleza propia de estas células. Un caso
parecido es el que puede encontrarse en los tumores neuroendocrinos
relacionado con el receptor de somatostatina (SST). La somatostatina
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(o también conocido como factor inhibitorio de la liberacion de
somatotropina, Somatotropin release-inhibiting factor (SRIF)) es un
neuropéptido hipotaldmico cuya funcion principal es la inhibicion de
la secrecion de la hormona de crecimiento por parte de la
adenohipofisis, aunque también posee actividad inhibitoria sobre otras
hormonas como la insulina, el glucagon, la ghrelina, la gastrina o la
colecistoquinina (17). De los 5 receptores de SRIF que se conocen, los
principales que se expresan en la hipdfisis son el SST, y el SSTs. El
SST, posee dos variantes originadas por splicing, SST>A y SST2B,
ambos expresados en las células somatotropas de la hipofisis. El
receptor SSTs, tiene dos isoformas, SSTsTMD4 y SSTsTMD5. Estas
son dos isoformas truncadas del SSTs, y se producen a partir del gen
SST5 mediante splicing no canoénico (241). En roedores el receptor
sst5 posee 3 isoformas truncadas sstsTMD1, sstsTMD2 y sstsTMD4
(241). Todas ellas, salvo la sstsTMD4 se expresan en la hipéfisis. Sin
embargo, se ha demostrado que la expresion de SSTsTMD4 y
SSTsTMD5 es muchisimo mas elevada en tumores adenomas
hipofisarios productores de GH y en adenomas hipofisarios no
funcionantes (NFPA) (242). Esta expresion diferencial de las dos
isoformas truncadas del SSTs sugieren que estos transcritos coordinan
respuestas diferentes en estado fisiol6gico o patoldgico, como es el
caso de la isoforma SST5TMD4 en somatotropinomas, a los que les
confiere caracteristicas mas agresivas, entre las que destacan
proliferacion e invasion celular (243).

Fenotipo de enanismo hipofisario en el raton KO para Gfra2

Con el modelo validado se estudié el fenotipo de estos ratones.
Rossi y colaboradores solo se habian basado en el peso de los ratones
Gfra2 para asegurar que tienen un retraso en el crecimiento(65), sin
embargo, esta medida por si misma no es suficiente ya que el peso
puede verse afectado por mdultiples causas. En el trabajo original de
Neuron de 1999 también se midi6 longitud morro — cola y se encontr6
que habia una diferencia descriptiva de un 10-15%, sin mostrar los
datos (65). Los propios autores publicaron en otro articulo que los
ratones con genotipo Gfra2” poseen menores niveles de grasa gonadal
(68), que es un parametro utilizado para estimar los niveles de grasa
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corporal en ratones (244). Otro de los factores que describen Rossi y
colaboradores como potencial causa de este retraso del crecimiento es
la mala absorcién de nutrientes debida al déficit de inervacion
intestinal (65).

Por todo ello, se realiz6 un seguimiento de los animales, pero
ademas de medir y comparar el peso de los ratones Gfra2™ con los
Gfra2*™*, también se analizo el crecimiento longitudinal de estos
animales durante 10 semanas. Al momento del nacimiento, los ratones
de los tres genotipos son totalmente indistinguibles entre si, todos
tienen el mismo aspecto fisico, y no se empiezan a observar
diferencias entre genotipos hasta el momento en el que comienza la
pubertad. En este punto del desarrollo de los ratones empieza a ser
posible detectar a simple vista aquellos animales pueden tener el
genotipo KO, no obstante, los heterocigotos y los WT son
indistinguibles. Al momento del destete, en torno a los 21 dias, es
cuando las diferencias entre genotipos empiezan a ser mas evidentes,
tal y como publicaron Rossi y colaboradores (65). No obstante, la
longitud de los animales no se ajusta a la definicion de crecimiento
retardado, ya que es a partir de la octava semana, cuando el
crecimiento longitudinal empieza a estabilizarse, y a partir de este
punto los ratones KO no alcanzan nunca el tamafio de los WT, por lo
que se trata de un fenotipo de enanismo, no de crecimiento retardado.

Al mismo tiempo, se estudiaron diferentes caracteristicas fisicas
relacionadas con la condicion de enanismo en humanos, y todas ellas
presentaban una disminucion proporcionada en los ratones KO. Se
trata de un estudio del fenotipo muy completo que descarta
completamente el crecimiento retardado, ya que los ratones son
enanos y mantienen esas diferencias de tamafio durante toda su vida.
En las graficas del seguimiento de la seccion de resultados se
muestran las curvas de crecimiento hasta la semana trece, pero una
vez pasada esta edad los ratones Gfia2” mantienen el fenotipo de
enanismo. Los machos KO que se utilizaron en cruces para la
obtencion de camadas enriquecidas en crias con genotipo KO no
superaron nunca en tamario a las hembras heterocigotas utilizadas en
es0s mismos cruces. Y como se habia presentado en las gréficas de
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pesos y longitudes de los ratones a los 90 dias, el tamafio de los
machos KO es muy similar al de las hembras WT, hecho que se
mantiene durante toda la vida de estos (los cruces se mantuvieron
hasta la semana 32).

Los ratones Gfia2” son enanos. No obstante, estos datos solo
refutan el crecimiento retardado, pero siguen sin relacionar el fenotipo
con la hipdfisis. Para definir un enanismo hipofisario, esta condicion
debe estar ligada a la hormona de crecimiento (GH), como ocurre en
los ratones enanos de Ames, Snell o Laron. Solo que cada uno de ellos
posee mutaciones en un gen diferente, que son Propl en el ratén
enano de Ames, Pitl en el raton enano de Snell y GHR en el ratdn
enano de Laron (195).

El fenotipo hipofisario se confirma con el descenso que se
produce en los niveles de IGF-1 en el suero de los ratones KO, tanto
en machos como en hembras. La hormona IGF-1 es secretada en el
higado en respuesta a la GH, y se utiliza como una medida indirecta
de la produccién de GH, debido a que ésta no se produce de forma
lineal durante el dia. La hormona de crecimiento se produce en forma
de picos muy bruscos, seguido de periodos en los que no hay
secrecion de esta hormona (18). La disminucién de IGF-1 por tanto,
refleja que los ratones Gfra2™ en el modelo Gfra2-KO tienen niveles
mas bajos de GH.

En otros modelos de enanismo, como es el caso del raton enano
de Ames, que es deficiente para el factor de transcripcion Propl
(especifico de la hipofisis), el resultado, ademas del fenotipo enano
debido a la falta de GH, es una disminucién conjunta en los niveles de
todas las hormonas hipofisarias, salvo la ACTH (237, 238). Por su
parte, el raton enano de Snell tiene mutado el factor de transcripcion
Pitl (191), y en este caso el raton es deficiente para células
somatotropas, lactotropas y tirotropas (192), es decir, para todos
aquellos tipos de células productoras de hormonas que son
dependientes de Pitl (245). A diferencia de las mutaciones en Proply
Pitl, el raton Gfra2” del modelo Gfra2-KO no parece estar
ocasionando una deficiencia hormonal multiple, y que no tiene
afectado el eje tiroideo, y la produccién de las hormonas tiroideas no
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estan alteradas, tal y como se demuestra al no existir diferencias en la
hormona T4 libre en ambos genotipos y sexos.

Las diferencias en los niveles de IGF-1 en suero, unido a que no
existan diferencias en la hormona T4 libre hacen pensar que no se
trata de un modelo de enanismo similar al encontrado en los modelos
de Ames y Snell, ya que no aparece esa deficiencia combinada de
varias hormonas. De todas formas, se midieron los niveles de las seis
hormonas hipofisarias tanto en contenido hipofisario como en suero
de los ratones del genotipo WT y KO del modelo Gfra2-KO. El
principal resultado obtenido de estos analisis es que los niveles de
hormona de crecimiento en el suero de los ratones macho Gfra2™ esta
disminuido respecto a los WT, confirmando a su vez la bajada en los
niveles de IGF-1. Esta tendencia se mantiene ademas en los niveles de
GH del contenido hipofisario de los machos Gfra2™.

La liberacion de la hormona de crecimiento presenta un marcado
dimorfismo sexual en mamiferos, lo que incluye humanos y roedores.
En machos la GH se libera en pulsos a intervalos de 3-4 horas que
producen un importante aumento de la concentracion de esta hormona
en sangre, por el contrario, la concentracion de GH en suero entre
pulsos disminuye mucho hasta niveles casi indetectables (18). Por otra
parte, en hembras la secrecion de GH no sigue el patrén de pulsos tan
intenso como en machos, y la liberacion de esta hormona es mas
constante (18).

En pacientes existe este problema para el diagnéstico de
deficiencia de GH y enanismo hipofisario y que se necesitan pruebas
de estimulacion funcionales, comparando el pico de secrecion con los
valores esperados normalizados. Entre estas pruebas destacan la de
tolerancia a la insulina (ITT), el de GHRH+Arginina, el de
estimulacién con Glucagon (GST), u otros que se han propuesto en la
literatura (el de GHRH+GHRP o el de Ghrelina (acylada) sola (167,
246, 247). Estas pruebas no estan validadas en ratdn, por lo que
tampoco podriamos utilizarlos con seguridad diagndstica. Y al menos
el ITT no se podria utilizar ya que la respuesta es inversa en roedores.
E incluso en pacientes, la especificidad no es absoluta, necesitdndose
mas de una prueba en ausencia de enfermedad genética demostrada
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(167, 246, 247). Constantemente nuevos métodos se estan
proponiendo para asegurar un diagndstico mas especifico (248)

En lo relativo a los niveles de GH en extractos de hipdfisis de
hembras Gfra2™, no fue posible obtener datos relevantes debido a
problemas técnicos con el kit elegido. Estas muestras se ensayaron
mas veces, aumentando la dilucién de las muestras para intentar que
pudieran ser interpoladas en la curva patron, pero no fue posible
conseguir mejoras sustanciales en los nuevos datos obtenidos. Para
solucionar este problema, las posibilidades que se plantean serian
utilizar el mismo kit de medicion de hormonas con nuevos extractos
de ratén, utilizando un tampoén de lisis diferente. Uno de los
principales problemas relacionados con el uso de anticuerpos y la
deteccion de proteinas es la concentracion de los detergentes
utilizados para romper las membranas lipidicas de las células, un
exceso de concentracion de estos componentes interfiere con la union
de los anticuerpos a su epitopo. ElI tampon de lisis utilizado en la
generacion de los extractos utilizados en este experimento contenia
una pequefia concentracion de detergentes (1% Triton-X100), pero es
posible que el Triton-X100 interfiera especificamente con los
anticuerpos utilizados en este kit concreto. Por ello, otra de las
posibles alternativas podria ser emplear un kit diferente al que
utilizamos, que esté validado para poder ser utilizado en muestras de
extracto de tejido en las que el diluyente de las proteinas contenga
detergentes no iénicos mas concentrados. La concentracion de
hormona de crecimiento en extractos de tejido de hembras WT y KO
para Gfro2 es un dato relevante que complementaria a los resultados
previamente comentados sobre la disminucidn de la concentracién de
GH en suero y extractos de tejido de ratones macho KO para Gfro2 y
tambien la disminucion en los niveles de IGF-1 en suero de ratones
hembra y macho KO para Gfra2, que indican que en el raton KO para
Gfra2 se da un fenotipo de enanismo hipofisario derivado de una
disminucion de la actividad del eje hipotalamo-hipofisis-GH/IGF-1.

En cuanto a las medidas de las otras 5 hormonas hipofisarias en
ambos tipos de muestras, no se encontraron diferencias. Es posible
apreciar ligeros cambios en los ratones KO para Gfra2 que no poseen
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significancia estadistica. En estos datos existe un nivel de dispersion
elevado para algunos individuos, tanto en las para en suero como en
extracto hipofisario. Para evitar esta dispersion una de las soluciones
seria repetir el kit que se utilizo, utilizando diluciones independientes
para cada una de las hormonas. O también utilizar un kit especifico de
cada hormona, aunque la oferta de kits garantizados para la deteccion
de hormonas en extractos de tejido es muy limitada y la sensibilidad
que poseen es baja. No obstante, el nimero de animales utilizados en
estos experimentos fue de 6 para extractos de hipofisis y 8 para
muestras de suero, un numero elevado para poder descartar que
existan diferencias significativas en la concentracion de las hormonas
hipofisarias diferentes a la GH. Estos resultados, sumados a la
regulacion de los ejes hipotalamo-hipofisario que involucran a las
hormonas lactotropas, gonadotropas, tirotropas y corticotropas y a la
compensacion que estos ejercen, junto con las imégenes de la
distribucion de cada uno de los 5 tipos de células endocrinas en el
raton KO para Gfra2, se puede descartar que exista una deficiencia
combinada de varios tipos de hormonas.

Los ratones KO para Gfroa2 creados en los laboratorios de
Airaksinen (65) y Millbrandt (205) fueron generados en un fondo
genético mixto C57BI/6 x 129Sv/J. No obstante, el raton Gfra2-KO
usado en nuestro grupo de investigacion fue cruzado con ratones de la
cepa C57BI/6 puro para obtener una cepa de ratén KO con un fondo
genético puro C57BI/6. Una de las diferencias encontradas es que las
hembras con genotipo Gfia2” con fondo mixto C57BI/6 x 129Sv/J
eran fértiles y son capaces de generar camadas. Por el contrario, las
hembras Gfia2” con fondo puro C57BI/6 no resultaron fértiles y tras
establecer varios cruces, en ninguno de ellos se obtuvo ninguna
camada. No hemos profundizado mas en las causas que han podido
llevar a producir esta infertilidad en las hembras de nuestra linea KO
para Gfro2 con fondo puro C57Bl/6, ni hemos estudiado en
profundidad su sistema reproductivo. No obstante, las alteraciones en
la produccion de FSH en las hembras de nuestro modelo KO para
Gfro2 podrian estar detras de este hecho.
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Poblaciones endocrinas en la hipdfisis del raton Gfra2-KO

La hipofisis del raton Gfia2” es significativamente mas pequefia
que la del ratbn WT de la misma cepa. Ademas, mantiene
perfectamente la estructura de los 3 Il6bulos, adenohipdfisis,
neurohipofisis y lébulo intermedio. El tamafio de la hipdfisis difiere
en el nimero total de células, siendo posible encontrar de media unas
10.000 células en una seccion coronal de hipofisis de raton WT
adulto, y unas 7.000-8.000 en las hipofisis del raton KO. En ratones en
desarrollo a dia 10 postnatal también es posible encontrar estas
diferencias, en este caso, una seccion coronal de adenohipdfisis de
raton KO tiene una media de 3.800 células por seccion y el WT en
torno 5.500.

En el raton enano de Snell, se reduce el tamafio total de la
glandula, pero desaparecen por completo las células somatotropas,
lactotropas y tirotropas en las hipofisis de estos ratones (192).
Fendmeno que ocurre también en el raton enano de Ames (190, 249).
Otros autores, como Cao y colaboradores, han utilizado otros modelos
Knockout que dan lugar a un fenotipo de enanismo hipofisario. Cao y
colaboradores utilizaron un ratbn KO para Zbtb20, un factor de
transcripcion expresado en todas las células diferenciadas de la
adenohipofisis, pero que es mas relevante en células lactotropas.
Ratones Zbth207~ presentan una hipofisis reducida con una
disminucion de la produccién de GH, al igual que ocurre en los Gfro.2
", pero carecen de células lactotropas (250). Por otro lado, Scully y
colaboradores estudiaron la implicacion de la Integrina Bl en el
desarrollo embrionario. La ausencia de esta proteina da lugar a una
importante deficiencia combinada de GH y Prl, generando un
individuo enano en el que también es posible encontrar hipofisis de
tamafio muy reducido y morfologia alterada durante el desarrollo
(251). En este modelo, si que se mantiene la presencia de células
somatotropas, al igual que lo encontrado en el modelo Gfra2-KO.
Tcf711 es otro factor importante en el desarrollo del hipotdlamo y la
hipdfisis, embriones de ratdén deficientes en Tcf7l1 muestran una
morfologia anémala de la hipdfisis durante el desarrollo embrionario,
los cambios en el fenotipo de estos animales se observan ya durante la
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etapa embrionaria, pero presentan un marcado fenotipo de enanismo
postnatal (252). En algunos casos de hipopituitarismo en humanos se
descubrieron mutaciones en el factor de transcripcion PROKR2, este
hecho fue estudiado por McCabe y colaboradores utilizando un raton
KO para Prokr2 en el que descubrieron que estos ratones también
tienen un menor tamafo corporal e hipofisario, presentando una
severa disminucion en las celulas gonadotropas de estos ratones (253).
A diferencia de mutantes en Sox2, una mutacion de Sox3 en
homocigosis no produce letalidad embrionaria, y los ratones Sox3”
llegan a la etapa postnatal, lo que permitié a Rizzoti y colaboradores
estudiar los efectos en el desarrollo de la ausencia de Sox3. Estos
animales presentan un fenotipo de hipopituitarismo combinado de
varias hormonas que no cursa con los mismos sintomas en todos los
individuos KO para Sox3, aun asi, uno de los parametros que mas se
repite en este modelo es el déficit de GH y la aparicion de méas de un
nicho de células madre (254). Defectos en la hipdfisis pueden ser
causados por la ausencia de multitud de genes, otro de ellos es Cdk4,
una ciclina dependiente de quinasas con un papel regulador de la fase
G1 del ciclo celular. Jirawatnotai y colaboradores observaron en
ratones Cdk4” que el desarrollo de la hipdfisis es completamente
defectuoso en ausencia de esta ciclina, y, ademas, el nimero de
células somatotropas, lactotropas y tirotropas de estos animales esta
préacticamente reducido a cero (255).

Un caso completamente diferente es el que publicaron
Friedrichsen y colaboradores, que utilizaron el modelo de
hipotiroidismo congénito Pax8”. Estos ratones Pax8’ no tienen
glandula tiroides, pero también tienen un fenotipo enano, aunque el
enanismo aqui seria debido al hipotiroidismo y no a la falta de GH, en
el que se pueden encontrar hipofisis de tamafio normal, pero con una
distribucion celular totalmente andmala, primando las células
tirotropas (que en condiciones normales son las menos frecuentes) y
con una importante disminucion en el ndmero de células
somatotropas, lactotropas y gonadotropas (256).
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La naturaleza de todos estos modelos KO tienen en comun el
fenotipo de enanismo, pero las caracteristicas derivadas de estas
mutaciones cambian completamente entre todos los animales.

Por ello, se centré principalmente el estudio en ratones adultos,
donde el fenotipo es mas evidente, y en ratones en los primeros dias
de desarrollo postnatal, al comienzo de la pubertad. El
hipopituitarismo de los ratones KO par Gfra2 parece ser causado por
el menor tamario de la hipdfisis, y por consiguiente una reduccion en
el numero total de células productoras de hormonas, que al mismo
tiempo no parece disminuir la distribucion porcentual de las mismas.
Las tinciones para los cinco tipos de células productoras de hormonas
en hipofisis de ratones WT y KO de la cepa Gfra2-KO corroboran
estos resultados, ya que no se aprecian diferencias en la distribucién ni
el nimero de células de ninguno de estos cinco tipos. A diferencia de
los datos presentados en el raton Gfra2-KO, el ratén enano de Snell no
tiene en su hipdfisis ninguno de los tipos celulares presentes en el
linaje dependiente de Pitl, esto es, no tienen células somatotropas,
lactotropas ni tirotropas (192). Igual que ocurre también con el raton
enano de Ames (190).

Por todo ello, se decidié continuar el estudio en aquellas vias o
tipos celulares en los cuales se expresa Gfra2 0 puede tener una
funcion, como son: los co-receptores de la familia Gfra2, la via de
sefializacion de RET, y las células madre hipofisarias.

Gfro2 es uno de los miembros de la familia Gfra, en la cual
también estan incluidos Gfral, Gfra3 y Gfro4, siendo minoritarios los
dos ultimos. No obstante, a excepcion de Gfral, el conocimiento de
los demds miembros de la familia Gfra es practicamente un libro en
blanco. En humano y rata, se mantiene la co-expresion de los 4
miembros de la familia GFRa y del receptor RET en las células madre
del nicho hipofisario (117) y también se encuentran en células de la
adenohipofisis (117), pese a que ya no se encuentran todos los GFRas
en las mismas células. GFRal se expresa principalmente en las células
somatotropas, al igual que RET. GFRo2 puede aparecer en las
prolongaciones de células madre que parten del nicho hipofisario, y
finalmente, GFRa3 y GFRo4 aparecen como un pequefio porcentaje
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de células aisladas por la adenohipofisis (117). La distribucion de los
RET y sus co-receptores Gfra se mantiene también en ratén, como se
puede observar en los resultados que se han presentado en el raton WT
(Gfra2*'*), con la excepcion de Gfra3, que no se encuentra en las
células madre del nicho en raton, siendo probable que la expresion de
este marcador no esté tan conservada como la de los otros Gfras en
ratones. Ademas, la expresion de Gfral, Gfra3, Gfro4 y de los dos
ligandos mayoritarios, GDNF y neurturina, se mantiene en el ratén
Gfira2™". De esta forma, el hecho de que se sigan expresando los otros
co-receptores en la misma intensidad y localizacion en el ratén KO
con fenotipo permite descartar que uno de los otros co-receptores
pueda suplir la ausencia de Gfro2 en las células del nicho hipofisario
al mismo tiempo que es posible postular que cada uno de los
miembros de esta familia estd involucrado en sus propias funciones y
pese que se expresen en el mismo tipo celular, no existe redundancia.
Este fendbmeno de solapamiento de funciones entre Gfral y Gfra2 si
que se ha observado en otros tipos celulares, como pueden ser
motoneuronas en el sistema nervioso central (35, 257, 258), neuronas
dopaminérgicas y parasimpaticas de los ganglios submandibulares
(259), células de Leydig (260), cardiomiocitos (150) y timocitos
inmaduros (155).

El receptor RET y la sefializacion mediada por GDNF y GFRal
es fundamental para la regulacion de las células somatotropas de la
hipéfisis, promoviendo la activacion de rutas que favorecen la
proliferacion y supervivencia celular en presencia de GDNF o
induciendo apoptosis de estas células en ausencia del ligando (52, 53).
Es debido a esta naturaleza dual que RET se considera un receptor de
dependencia (55). Ambas vias de sefializacion (supervivencia y
apoptosis) han sido estudiadas en el raton Gfia2”". No se observaron
cambios en la expresion del receptor RET en ratones con genotipo
KO, igual que no se observaron variaciones en una de las principales
proteinas implicadas en la via de sefializacién por la activaciéon de
RET tras la union de GDNF: Akt. Los niveles de Akt y la forma activa
de Akt (pAkt) no se ven alterados respecto a los ratones WT. Por otra
parte, se estudio la via de apoptosis mediada por RET en ausencia de
ligando, y la expresion de todas las proteinas se mantiene en los
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animales Gfra2”. Sin embargo, hay un aumento de la activacion de
PKCd (Aumento del ratio pPKCd/PKCd) en ratones KO. Ademas,
hemos detectado un aumento significativo en el nimero de células
positivas para Casapasa-3 activa en la hipdéfisis en el raton KO. Hasta
el momento solo se ha descrito que la sefializacion de RET esta
mediada por la formacion del complejo con GDNF y GFRal (52, 53),
y no hay articulos publicados en los que se relacione la via de RET
con GFRa2 en la hipofisis. No existe co-localizacién de RET y
GFRa2 en las células somatotropas, pero receptor y co-receptor si que
se encuentran en las células del nicho hipofisario (117). Y pese a que
esté descrito que la principal via de sefializacion estad mediada por la
formacion del complejo RET-GDNF-GFRal, existe promiscuidad en
la union entre ligandos GFLs y miembros de la familia GFRa, siendo
posible la formacion de los complejos RET-NTRN-GFRo2, RET-
GDNF-GFRo2, RET-NTRN-GFRal (150). Estos hallazgos permiten
postular que uno de los motivos que llevan a la reduccién del tamarfio
de la hipoéfisis en los animales KO para Gfra2 es la mayor tasa de
apoptosis de laa células de la adenohipdfisis, siendo el porcentaje
mayoritario células somatotropas.

Funcionalidad de las células madre en el raton KO para Gfra2

El nicho de células madre estd definido por GFRa2, Propl, y
marcadores de célula madre (Sox2, Sox9, Oct4, KLF4...), sin
embargo, en este campo es en el que mas diferencias pueden
encontrarse en el raton Gfia2™", donde se elimina la isoforma principal
de Gfra2.

A nivel de expresion genética en hipofisis total, se encontré un
aumento de la expresion de ARN mensajero de Sox2, Sox9 y Kilf4.
Sox2 y Sox9, son dos marcadores importantes en el nicho de células
madre, pero también de los progenitores dispersos de la adenohipofisis
(118, 119). El caso de KIf4 puede resultar mas sorprendente, puesto
que lo Unico que se conoce sobre este marcador es que estd presente
en las células del nicho hipofisario. Por ello, se decidi6é continuar con
el estudio de las proteinas Sox2, Sox9 y Klf4.
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Por otro lado, Propl y Oct4 no presentaron diferencia en la
expresion de ARNm. Respecto a Propl, se trata de un factor de
transcripcion importante en la hipdfisis con relevancia en la etapa
embrionaria y los primeros dias de desarrollo postnatal. La funcion
embrionaria principal de este factor de transcripcion se cree que es
guiar a los progenitores de la bolsa de Rathke para formar el l6bulo
anterior de la hipdfisis, favoreciendo la proliferacion de estos para la
generacion del 6rgano maduro (249). Defectos en Propl llevan a un
fallo de la migracion de los progenitores, disminucion de la
proliferacion y aumento de la apoptosis, dando lugar a un desarrollo
anomalo de la hipdfisis prenatal, generando hipoplasia y ausencia total
de células somatotropas, lactotropas y tirotropas (249), como ocurre
en el raton enano de Ames (Prop19™". Tanto las caracteristicas del
raton Gfira2”- como su fenotipo se diferencian enormemente de las que
exhibe el raton Prop197 unido a que su expresion se mantiene en el
modelo Gfra2-KO, no continuamos con el estudio de Propl, ya que no
aparenta tener relevancia en este fenotipo.

Algo similar ocurre con Oct4, que originalmente se pensaba que
su expresion estaba ligada exclusivamente a las células madre
embrionarias (78), ademas de reportar que son los niveles de
expresion de Oct4 los que guian el mantenimiento o diferenciacion de
las células madre (81). “Niveles normales” de Oct4 permiten a las
células madre mantener su estado indiferenciado (261). El
compromiso 0 progresion inicial hacia la diferenciacion en
neuroectodermo necesitaria un incremento de Sox2 con reduccion de
Oct4; por el contrario, el paso a mesodermo necesitaria reduccion de
Sox2 y aumento de Oct4d. Como la hipofisis se incluye en el
neuroectodermo, esta es la funcion que Oct4 podria tener en las
celulas madre del nicho hipofisario, mantener el estado pluripotencial.

Continuando con la expresion de las proteinas Sox2, Sox9 y Klf4,
se observa que Sox2 y KIf4 estan mas expresadas en los ratones
Gfra2™", mientras que en Sox9 solo es posible observar una ligera
tendencia al aumento. En base a estos resultados se decidio estudiar en
maés profundidad que ocurre con Sox2 y Klf4, y para ello se realizaron
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tinciones que aportasen méas informacion sobre la distribucion de estos
dos factores de transcripcion en la hipofisis adulta.

El contaje para las células Sox2+ en el nicho de los ratones Gfra2™ es
mayor que en sus congéneres Gfia2*"* en la edad adulta joven (P90-
P120), sin embargo, este aumento es mucho menos marcado en
animales que se encuentran en desarrollo. En torno al dia postnatal 10,
la hipofisis estd muy activa debido al comienzo de la pubertad y del
crecimiento longitudinal, en esta etapa se produce un importante
reclutamiento de células madre del nicho hipofisario hacia la
adenohipofisis para dar lugar a las células endocrinas que produciran
las hormonas necesarias para satisfacer la demanda del organismo en
un momento de cambio tan importante el inicio del crecimiento
puberal (214, 262). En adultos, por otra parte, se ha publicado que el
reclutamiento del nicho es practicamente nulo cuando hay una
demanda por fracaso del eje endocrino correspondiente. En esta edad
en nuestro modelo, es posible ver que en ausencia de Gfra2 ha
aumentado el numero de células madre (Sox2+) en el nicho,
sugiriendo un fallo en el reclutamiento que ha dado lugar a este
acumulo. Debido a la inactividad del nicho en la edad adulta, no es
descabellado pensar que este acimulo de células madre en el nicho
proviene ya de la etapa del desarrollo postnatal (118, 119). EI aumento
de la expresidon de Sox2 no esta Unicamente relacionado con el nicho
de células madre. Este factor de transcripcién también puede
encontrarse en los progenitores que se encuentran dispersos por la
adenohipofisis. Estas células Sox2+ son las que dan lugar a todas las
células endocrinas diferenciadas de la adenohipdfisis (4). Los
porcentajes de células Sox2+ en secciones de hipofisis WT
corresponden con la nueva distribucion de tipos celulares que
describié Ruf-Zamojski tras sus experimentos de SnRNAseq y
SnATACseq, donde muestra que el porcentaje de células madre en la
hipdfisis de ratones adultos es de en torno al 8-10% (8). No obstante,
en los experimentos de secuenciacion single-nuclei este porcentaje es
relativo al numero total de células de la hipdfisis (teniendo en cuenta
adenohipofisis, 16bulo intermedio y neurohipofisis) (8), y nuestros
contajes son el porcentaje relativo a las células Sox2+ respecto al
namero total de células en la adenohipofisis. Por otra parte, los
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resultados de secuenciacion de Hou y colaboradores demuestran que
en la hipdfisis de ratones a dia postnatal 12 (P12), el porcentaje de
celulas madre también es de en torno 8-10% (9), aunque este baja a
5% a dia P32 (9), demostrando que a medida que el desarrollo
postnatal avanza, el numero de células madre va disminuyendo.
Nuevamente, estos porcentajes se calculan en base al total de células
de la hipdfisis. En este caso el porcentaje de células Sox2+ que
encontramos en nuestros ratones WT es superior (en torno al 20%),
pero se trata de animales en P10 a los que solo se les ha tenido en
cuenta el total de células de la adenohipofisis para calcular el
porcentaje. Ademas, tal y como se ve en los resultados de Hou y
colaboradores, el nimero total de células madre decrece con los dias
(9), por lo que es probable que en ratones de diez dias el numero de
celulas madre fuese maés alto. En el caso del raton KO para Gfra2
también existe un aumento importante en el porcentaje de estas células
que estan dispersas en la adenohipoéfisis. Ademas, en las secciones de
parafina de adenohipéfisis de raton con genotipo KO, aparecen
acumulaciones de células Sox2+ que en el caso de sus hermanos de
camada WT casi no se encuentran. Estos datos indican un
reclutamiento exacerbado de las células del nicho o una acumulacion
de progenitores comprometidos, y podrian sugerir que la
diferenciacion de estos progenitores en el raton KO para Gfra2 esta
comprometida. El papel de Sox2 en la hipoéfisis es todavia sujeto de
estudio, y su relevancia tanto en las células madre del nicho como en
las progenitoras no estd totalmente identificada, aunque en la etapa
embrionaria se considere una proteina clave para el establecimiento de
los distintos linajes endocrinos (263).

Un factor relacionado con el reclutamiento y la diferenciacién es
la proliferacion celular. La hipofisis adulta es un 6rgano que no posee
practicamente recambio y la proliferacion de las células que la
componen se mantiene en unas tasas muy bajas, que solo se ven
alteradas en situaciones fisioldgicas concretas (118) o en respuesta a
un dafio que requiere de regeneracion de parte de la glandula (213). Se
sabe las células Sox2+ comprometidas tienen una tasa de replicacion
muy baja incluso cuando responden a la regeneracion del tejido
hipofisario en respuesta a dafios causados a la glandula, y en estos
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casos parece ser que son las células endocrinas diferenciadas las que
activan la maquinaria celular encargada de la replicacion y dan lugar a
la recuperacion de las células productoras de hormonas que se han
perdido (264).

Como esperdbamos, la actividad proliferativa del nicho en
hipdfisis adulta es muy reducida en ambos genotipos del modelo
Gfro2-KO, encontrando menos de una célula proliferante
(EdU+/Sox2+ en la linea) por seccion de parafina. En la
adenohipofisis los resultados encontrados son muy similares, siendo el
porcentaje de células proliferando menor del 1% y no existen
diferencias entre ninguno de los dos genotipos. En el modelo Gfra2-
KO no se encontraron células Sox2 en estado proliferativo fuera del
nicho, ni en los ratones con genotipo WT ni KO. Por otro lado, los
resultados de proliferacion aportan un dato cuanto menos sorprendente
en los ratones en etapa de desarrollo postnatal. En estos animales la
proliferacion de las células del nicho esta aumentada en casi un 40% y
el aumento del porcentaje de células proliferantes en la adenohipofisis
de estos animales es de aproximadamente el 100%. Pese al elevado
aumento de la replicacion celular, la hipdfisis de los ratones KO a dia
10 es més pequefia que la de los WT (5.500 células por seccion para
los WT frente a 3800 de los KO), por lo que es predecible que en esta
etapa de la vida de estos animales se produzca algun evento que
impida que esas células madre comprometidas completen el proceso
de diferenciacion terminal. Esta hipétesis concordaria con el mayor
aumento de células Sox2+ en adulto, frente a la reduccion de la
poblacién total endocrina, contada como numero de células en la
hipofisis. Otra hipotesis seria la muerte de estas células Sox2+
comprometidas, pero no creemos que sea posible dado el incremento
del porcentaje de Sox2+ sobre el total de la hipofisis. Sin embargo, es
dificil estudiar en la hipoéfisis entera el posible mecanismo, y para ello
realizamos estudios in vitro (ver en siguiente seccion). Recientemente
fue publicado por el grupo de Hugo Vankelecom un estudio en el que
incluye la secuenciacion de single cell RNA de las células madre en la
etapa temprana postnatal de ratén, y entre estos resultados destaca la
activacion de la via de Wnt (215).
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El importante aumento de la proliferacion de células madre en el
desarrollo postnatal de los ratones KO para Gfro2 implica que las
células entren mas veces en ciclo celular y que por lo tanto completen
mas divisiones. Esto se traduciria en una hipdfisis envejecida en la
edad adulta, hecho que también hemos podido observar en la hipofisis
de estos animales. La senescencia replicativa de este 6rgano se estudio
en base a dos de los pardmetros clave que la definen, parada completa
del ciclo celular (con p21 como marcador mas relevante junto a p53) y
un acortamiento de la longitud de los telomeros. Respecto a p21, hay
un aumento significativo de la expresion de esta proteina en el ratdn
KO para Gfro2 respecto al WT, que se traduce en un aumento del
numero de células p21+ en la adenohipofisis y en el nicho de células
madre. Esta senescencia replicativa afecta a todos los tipos celulares,
ya que el porcentaje de células Sox2+/p21+ y Sox2+/GH+ (se utilizd
GH como marcador de celulas endocrinas diferenciadas ya que las
células somatotropas son el tipo méas abundante) es mas elevado en los
ratones con genotipo KO. De la misma manera que ocurre con el
aumento de la expresion de p21, las células de la hipdfisis del raton
KO para Gfra2 tienen de media los teldmeros mas cortos que las de
los ratones WT, y no solo eso, si no que mediante la técnica de
Telomapping es posible cuantificar en base a una escala arbitraria la
longitud de los telomeros de cada célula individual. Las células madre
del nicho de los ratones KO tienen los telomeros acortados. Los
telomeros son las regiones situadas en los extremos de los
cromosomas, y son una de las regiones mas propensas a sufrir dafio en
el DNA. La DNA polimerasa es incapaz de replicar estas regiones
teloméricas, y es necesaria una enzima diferente, llamada telomerasa,
que también actia como una DNA polimerasa. Sin embargo, la
mayoria de las células somaticas no expresan la telomerasa, lo que
produce un acortamiento de los telomeros a medida que las células
van completando procesos replicativos (216). Un caso contrario al
visto en el raton KO para Gfroa2 es el que ocurre en el modelo animal
KO para Cdk4, una proteina dependiente de quinasas implicada en la
progresion del la fase G1 del ciclo celular (265). Los animales KO
para esta proteina tienen una hipdfisis de tamafio muy reducido, lo que
implica una mayor proporcion de células GPS que en animales WT de
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la misma cepa. Sin embargo, al no poder progresar en el ciclo celular,
las células de la hipofisis de estos ratones no proliferan y por lo tanto
poseen unos telomeros mas largos al no haber sufrido acortamiento en
cada replicacion (5). En este modelo se acumularian las células madre
GPS Sox2+/Gfra2+, mientras que en nuestro modelo se acumularian
las células comprometidas Sox2+/Gfra2-.

Para poder ahondar més en el reclutamiento de las células del
nicho que se produce en el raton KO, se busco realizar experimentos
que permitieran marcar las células madre de los ratones antes del dia
10 postnatal para seguirlas hasta los diferentes periodos estudiados. El
modelo buscado fue similar al que habia utilizado los grupos de
Lovell Badge (118) y Martinez Barbera (119) en 2013. Lovell-Badge
utiliz6 un modelo de seguimiento de las células Sox2+ en el que uno
de los dos alelos del gen Sox2 se habia sustituido por el constructo
Cre-ERT2 y estos ratones se cruzaron con la linea genéticamente
modificada R26-Stop-EYFP. En estos ratones el gen que codifica para
la proteina fluorescente se encuentra bajo el control del promotor
ubicuo Rosa 26, pero esta precedido por una secuencia Stop
flanqueada por los sitios LoxP. Con la administracion de Tamoxifeno
qgue se une a ERT2, se activa la dimerizacion de la Cre-ERT2,
volviéndose activa. Se produce entonces la recombinacion mediada
por la enzima Cre-recombinasa y aquellas células que expresan Sox2
comienzan a expresar también EYFP. Al momento de la activacion
del modelo, son casi exclusivamente las células del nicho las que
expresan EYFP, sin embargo, con el paso del tiempo, las células
EYFP+ co-expresan marcadores de células diferenciadas,
demostrando de esta manera que las células endocrinas derivan de las
células Sox2+ (118). Para poder estudiar el reclutamiento de las
células madre del nicho hipofisario en ausencia de un marcador
fundamental, como es Gfro2, generamos un modelo animal que
permitiera realizar un marcaje y seguimiento de estas células. El
mecanismo seguido fue establecer una linea estable mediante cruce de
la cepa Gfra2-KO con la R26-Stop-EYFP, y posteriormente incluir el
alelo CRE-ERT?2. La obtencién de la linea triple mutante que dio lugar
a animales con genotipo Gfra2”, R26YFP** Sox2CERT2*- fue un
proceso muy costoso y poco eficiente, debido a las propias
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dificultades intrinsecas de los diferentes modelos, que se acentuaban
al combinarse en el mismo animal. El gen Sox2 es fundamental para el
desarrollo, por lo que el alelo mutado Sox2°"ER™2 no puede
encontrarse en homocigosis ya que la eliminacion completa del gen
Sox2 da lugar a una disrupcién de la homeostasis epitelial, y otras
alteraciones en el desarrollo embrionario por haploinsuficiencia, que
resulta letal para el individuo (266). Por otra parte, las hembras con
genotipo Gfra2” no son fértiles en el fondo genético C57BL/6, dando
lugar a la imposibilidad de fijar el genotipo KO. Se establecieron
diferentes cruces a lo largo de varios afios con el objetivo de obtener
ratones Gfra2™”, R26"™**, Sox2CERT2*- con los que poder estudiar
los procesos de reclutamiento a diferentes periodos de la vida de los
ratones, principalmente los dos utilizados en la presente tesis doctoral,
que son el final del crecimiento longitudinal (dia 90-100) y el
desarrollo postnatal (dia 10). No obstante, la recombinacion genética
no fue el Unico problema encontrado, y es que los ratones neonatos
parecian ser muy sensibles al Tamoxifeno, perdiendo muchas camadas
enteras hasta que la dosis fue completamente estandarizada. Las
hembras utilizadas en cruces se mantenian junto al macho tras el
nacimiento de las crias, para favorecer el efecto del celo post-parto y
poder estar disponiendo continuamente de camadas. Ademas, las
hembras a cuyas crias se les habia administrado Tamoxifeno durante
la lactancia no produjeron mas camadas o en caso de hacerlo, tardaban
meses Yy las camadas producidas eran muy pequefias, lo que obligaba a
estar renovando los cruces constantemente.

Volvimos entonces a estudiar el raton Gfra2 inicial. De entre los
marcadores que definen a las células madre de la hipofisis, esta
descrito que KIf4 se expresa en las células GPS, sin embargo, no se
apreciaron diferencias en cuanto a la distribucion de esta proteina en el
nicho de células madre de la hipéfisis de los ratones KO respecto a los
WT. No obstante, en las tinciones realizadas para la deteccion de Klf4
es posible observar una poblacion de células positivas para este
marcador en la adenohipdfisis. Las células KIf4+ estan dispersas por
la adenohipofisis, pero no siguen una distribuciéon homogénea, como
podria ser el caso de aquellas Sox2+. Las células que presentan este
marcador pueden encontrarse aisladas o en pequefios grupos en el
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parénquima de los laterales de la glandula, pero el mayor acimulo de
células positivas para KIf4 aparece en la parte central, cerca del nicho.
El compartimento celular esperado para KIf4 es el nucleo ya que se
trata de un factor de transcripcion que se une a ADN o a otros factores
de transcripcion para llevar a cabo sus funciones, sin embargo, en la
adenohipofisis ademas de aparecer en los ndcleos de algunas células,
también se encuentra en el citoplasma de éstas, y en otras tiene una
localizacion totalmente citoplasmatica. Este resultado puede parecer
Ilamativo, pero se ha descrito en diferentes tejidos una expresion en
esta localizacion celular. En el es6fago KLF4 tiene localizacion tanto
nuclear como citoplasmatica en las células escamosas del epitelio
(267). En las células vasculares del musculo liso KIf4 se expresa en el
citoplasma y su funcién estd mas relacionada con la estabilizacion del
citoesqueleto (268). También se ha detectado expresion de KIf4
citoplasmatico en hepatocitos y hepatocarcinomas (269) o en cancer
de préstata (270). Sin embargo, la funcion de KLF4 citoplasmatico es
todavia una incégnita en la mayoria de los tejidos en los que se ha
encontrado. En relacion a las funciones de KIf4 nuclear, actia como
factor de transcripcion modulando procesos de mantenimiento de la
capacidad de auto renovacion y mantenimiento de pluripotencia de las
células madre embrionarias (86), inhibicion de la proliferacion celular
(85, 271) induccion de la diferenciacion (272-274) y finalmente posee
un papel dual en la apoptosis (275, 276).

En la hip6fisis del raton KO para Gfra2 el aumento del nimero de
células KLF4+ en la adenohipofisis parece estar mas ligado con la
senescencia. Ya que la expresion de p21 estd muy aumentada en estos
animales, y hay un mayor numero de células p21+ en la
adenohipofisis de los ratones KO para Gfra2. Estudios llevados a cabo
por Xu y colaboradores demostraron que KIf4 promueve senescencia
tanto in vitro como in vivo, y que regula directamente a la proteina
p21, uno de los marcadores de senescencia por excelencia. Ademas,
KIf4 también actla regulando a p21 de forma indirecta mediante un
complejo formado por survivina y miR-203 (267). Un caso contrario
(pero que aporta informacion en la misma linea) es el reportado por
Katz y colaboradores, que describieron que la ausencia de Klf4 en el
intestino deriva en hipertrofia de este 6rgano a largo plazo, ademas la
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expresion de p21 se ve enormemente reducida (272). Técnicamente no
fue posible obtener una tincion doble para detectar células
KIf4+/p21+, debido a las dificultades para conseguir una tincion
aceptable para el marcador p21. Aunque esta tincion podria ser de
gran utilidad para desenmascarar la funcion de Klif4 en las células de
la adenohipdfisis no solo en el raton KO para Gfra2 sino también para
la fisiologia de este 6rgano.

Estudios in vitro de la poblacion de celulas madre Sox2+

El estudio en exclusividad del nicho presenta dificultades debido
a que las células que lo conforman suman menos del 1% del total de
células de la hipofisis (5). Para corroborar nuestras hipotesis sobre la
senescencia de las células madre Gfra2-, generamos cultivos
primarios a partir de células madre de hipofisis. El protocolo que
teniamos estandarizado previamente en el laboratorio consiste en la
seleccién mediante anticuerpos de una proteina de la superficie de la
membrana plasmética exclusiva de estas células: Gfra2.
Posteriormente un anticuerpo secundario marcado con particulas
magnéticas se une al anticuerpo 1nti-Gfro2 y la suspension celular se
pasa por una columna sujetada en un iman, separando de esta manera
la fraccion Gfro2+ y Gfro2- (5). Lamentablemente, este marcador no
puede utilizarse en un animal KO para la isoforma de superficie del
mismo, por lo que fue necesario buscar un metodo diferente de cultivo
de estas células.

Desde el grupo de Gleiberman desarrollaron un tipo de cultivo en
el que las células de hipdfisis crecen formando colonias adheridas al
material de cultivo cuando se afiade al medio bFGF y toxina del colera
(200). Las células madre se pegan al plato de cultivo y forman
colonias. Hasta el dia siete las colonias crecen formando una
monocapa, pero a partir de este momento empiezan a sufrir
diferenciacion espontanea y expresan algunos marcadores de células
endocrinas como ACTH, aGSU, LH, FSH o Pit (200). Se trata de un
método de cultivo ampliamente utilizado en diferentes grupos de
investigacion para estudiar las células madre hipofisarias (119, 222,
277). Estas colonias estan caracterizadas para algunos marcadores
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propios de células madre: nestina, Sox2, Wnt3a o CD34 (200). En
nuestros experimentos se generaron cultivos de colonias de células
madre hipofisarias a partir de hipofisis de ratones adultos y se dejaron
crecer hasta el séptimo dia, momento previo al que empieza la
diferenciacion espontanea. En los pocillos correspondientes a ratones
WT el nimero de colonias formadas tras una semana fue de una media
de aproximadamente 140, por 100 que se formaron en los cultivos de
ratones KO. Esto sugiere que bajo estas condiciones de cultivo las
células Sox2+ de los animales WT que poseen Gfra2 son capaces de
establecer colonias desde una Unica célula y proliferar mas
activamente. De la misma manera, se realiz6 una division en base al
tamafo de las colonias, diferenciando entre las que tenian hasta 20
celulas o més de 20 células. En los pocillos correspondientes al ratén
KO el nimero de colonias grandes (>20 células) no presento
diferencias respecto al WT.

Posteriormente se realizaron tinciones para los mismos
marcadores que habian sido estudiados previamente: Sox2, KIf4, GH,
Pit, p21 y EdU, como indicador de proliferacion activa. En ambos
cultivos es posible encontrar la tincion nuclear propia de los factores
de transcripcion Sox2 y KIf4, sumando este Gltimo a la lista de
marcadores que definen las células crecidas mediante este protocolo.
Respecto a GH y Pit, no aparecieron células GH en ninguno de los
cultivos a dia siete, confirmando que no se ha completado ningun
proceso de diferenciacion celular hasta ese momento. Aunque, por
otra parte, es posible observar algunas células Pitl+ en las colonias. El
namero de células Pitl+ es muy reducido, sin embargo, la cantidad de
células positivas para Pitl es ligeramente mayor en los cultivos de
hipofisis de ratones WT para Gfro2, permitiendo postular que en los
cultivos de ratones KO esta comprometida la diferenciacion
espontanea de estas células tras 7 dias. Finalmente, aparecen
significativamente mas células EdU+ en los cultivos de células de
raton WT y mas células p21+ en los pocillos que contenian células de
raton KO. Estos resultados siguen la misma linea que lo encontrados
in vivo, y es que las células madre de los ratones KO son
intrinsecamente senescentes y tienen dificultades para generar una
colonia proliferando.
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Este método de cultivo puede resultar interesante para estudiar la
diferenciacion de las células GPS en ausencia de Gfra2. Las colonias
empiezan a sufrir una diferenciacion espontanea a partir del séptimo
dia, y nuestra tincién para Pitl parece sugerir que la diferenciacion de
las células del raton KO podria estar comprometida. La utilizacion de
factores que permitan dirigir la diferenciacion hacia uno de los 5 tipos
endocrinos (5) consistiria en una potente herramienta para conocer que
sefializacion esta involucrada en la diferenciacion de cada uno de estos
tipos celulares al tiempo que permitiria delimitar cuales de estas vias
estan alteradas en las células madre del raton KO para Gfro2.

El modelo de raton Gfra2-KO también ha sido utilizado para
estudiar la regulacion colinérgica de las células madre del nicho
hematopoyético (HSCs). La regulacion de este nicho estd mediada
tanto por el sistema nervioso parasimpatico como simpaético,
incluyendo inervacion adrenérgica y colinérgica en este Gltimo (151).
La ausencia de Gfra2 se traduce en una disminucion de la actividad
nerviosa colinérgica y un aumento de la actividad noradrenérgica, que
a su vez lleva a un aumento importante del nimero de células madre
hematopoyéticas y glébulos blancos que son reclutados de la médula
6sea. Pero este trafico es bidireccional, ya que también aumenta el
namero de estos dos tipos celulares que retorna hacia la médula Gsea
(151). En las investigaciones posteriores llevadas a cabo en este
mismo grupo de investigacion realizaron una secuenciacion de ARN
de célula unica (single cell RNAseq) utilizando células madre
hematopoyéticas de ratones WT y KO para Gfra2. Analisis mediante
GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) permitieron valorar que en las
HSCs del raton KO la quiescencia de estas células no se mantiene y
estdn aumentados los genes relacionados con la proliferacion (ciclo
celular, mitosis...) (152). Estos resultados siguen la misma linea que
nuestros resultados del reclutamiento amplificado producido en la
hipofisis del raton KO durante el desarrollo postnatal.

Gfra2 es una proteina expresada en las células madre
hemtopoyéticas, y en ausencia de la misma se ha demostrado que
existe una disminucion en la expresion de los genes relacionados con
Gfral y RET en las HSCs de los ratones KO para Gfra2, siendo esta
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sefializacion de gran relevancia en las capacidades de autorrenovacion
y proliferacion de las HSCs (154). Por otro lado, la sefializacion
mediada por Notchl aparece enriquecida en las células madre
hematopoyéticas del raton WT para Gfra2 (152). No obstante, pese a
que los autores no hablan de los marcadores que hemos visto
aumentados en la hipofisis del raton KO para Gfra2, nosotros hemos
visto que en sus datos de secuenciacion se produce un enriquecimiento
en la expresion de RNA en los genes Klif4 y Cdknla, ambos relevantes
en nuestro fenotipo hipofisario. Esta informacion es relevante para
guiar los proximos pasos de nuestro estudio, y esta planteada la
realizacion un experimento de secuenciacion espacial (Visium Spatial
Gene Expression) en secciones de hipofisis, para determinar las
diferencias en el programa genético de las células madre del nicho y
de las progenitoras en los ratones KO adultos (P90-100) y en
desarrollo (P10). De esta manera va a ser mas facil encontrar las rutas
que estan alteradas en estos animales, y asi poder conocer la
sefializacion que se encuentra detras de las alteraciones ocasionadas
por la ausencia de Gfro2. Antes planteabamos la posibilidad de
alteraciones en la via de Wnt (215) y ahora Notchl (152), ambas muy
importantes en la sefializacién de las células madre hipofisarias. No
obstante, nuestros resultados actuales con extractos de hip6fisis total
no demuestran alteraciones en la expresion de B-catenina en adultos
(seria necesario estudiar los niveles de B-catenina fosforilada). Estos
estudios son preliminares dentro de la via de Wnt, y no permiten
descartar que se produzcan alteraciones mediadas por esta familia de
ligandos. Los resultados de proliferacion del nicho y de las células de
la adenohipofisis encontrados a P10 parecen indicar que las
alteraciones en las rutas podrian encontrarse a esta edad y no tanto en
la edad adulta, como pensabamos en un inicio.

Como resumen general, la ausencia de Gfra2 produce una
sobreactivacion de las células del nicho hipofisario durante el
desarrollo postnatal que se traduce en un aumento de progenitores
dispersos por la adenohipdfisis, sin embargo, la diferenciacion final de
estos no se completa (con los datos actuales no es posible conocer el
motivo) y es predecible que se produzcan eventos de muerte celular
para regular el nimero de células que conforman la hipéfisis, dando
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lugar a una hipofisis de menor tamafio. En la edad adulta la
proliferacion celular se acerca a los valores normales, pero el nUmero
aumentado de progenitores senescentes se mantiene. Al haber menos
células, el nimero de cada uno de los cinco tipos endocrinos se
reduce, pero esto no implica una reduccion en la secrecion de la
mayoria de las hormonas, ya que el eje hipotalamo-hipofisario se
regula de forma compensatoria. No obstante, esto no ocurre en las
células somatotropas, que son las células mas abundantes de la
hipofisis, ya que existe una fase esencial de reclutamiento de
progenitores en la etapa temprana postnatal, que queda muy afectada
en el raton KO y que produce una disminucion relevante del namero
de somatotropas, el cual no es capaz de ser compensado por el eje y
produce el fenotipo de enanismo. Ademas, el exceso de proliferacion
en el desarrollo postnatal da lugar a una poblacion de células madre
senescentes que da lugar a una hipdfisis envejecida en la edad adulta.

¢Son las células madre una potencial terapia para el tratamiento
de enfermedades como el hipopituitarismo?

Desde hace décadas se comenzo a plantear la posibilidad de que
las células madre pudieran convertirse en una terapia adecuada para el
tratamiento de enfermedades. Y desde hace algunos afios, es posible el
uso de células madre de la médula ésea (HSCs) para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes (278) o incluso potenciar la capacidad de
estas células para diferenciarse a condrocitos y recuperar el cartilago
dafiado de las articulaciones (279). La posibilidad de utilizar las
células madre en terapia es la que nos llevo a plantear la siguiente
cuestion: ¢podrian utilizarse las células madre hipofisarias para tratar
enfermedades como el hipopituitarismo? Y en esta pregunta se baso el
siguiente objetivo del trabajo, que consistio en determinar si el
trasplante de células era capaz de revertir el fenotipo que estaba
causando la ausencia de Gfra2.

La linea triple mutante Gfra2-KO; B6;129S-Sox2!mI(Cre/ERT2)Hoch/ 3.
B6.129X1-Gt(ROSA)26Sor™EYFPICs) 3 presentaba dificultades para la
obtencion de un namero suficiente de animales con genotipo KO para
Gfro2, no obstante, la obtencion de animales WT Unicamente contaba
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con las limitaciones derivadas de la necesidad de mantener el genotipo
Sox2CTeERTZH-en  heterocigosis. Estos animales actuaron como
donantes, ya que la activacion de la recombinasa CRE iba a permitir a
las células obtenidas de estos ratones expresar GFP de forma
constitutiva, una herramienta muy Gtil para validar la implantacion de
estas células en la hipéfisis de los ratones KO para Gfra2 (Gfia2”).
Como se comentd anteriormente, el aislamiento de células madre
hipofisarias habia sido desarrollado y puesto a punto previamente en
nuestro grupo de investigacion (5). Este protocolo se basa en la
seleccion de las células vivas Gfra2+ mediante el uso de anticuerpos
combinados con particulas magnéticas que quedan retenidas en una
columna de separacion tras colocarla en un iman. Estas células
formaban esferoides al cultivarse en el medio adecuado y mantenian la
capacidad de diferenciarse in vitro (5).

La implantacion de las células en las camadas receptoras se
realizd a dia postnatal 2 a través del canal auditivo, ya que en roedores
éste se encuentra alineado con la hipdfisis en los primeros dias de
vida, y asi se evita dafiar estructuras importantes (199). Y se realiz6 un
seguimiento de los animales hasta llegar a la edad adulta.

Se obtuvieron dos ratones KO a los que se les habian inyectado
células madre tras el nacimiento, un macho y una hembra. Este
macho, al que se le denomino R7 dentro del experimento, comenzo el
seguimiento con la talla esperada para un raton KO para Gfra2 de su
edad, pero fue a partir de la séptima semana (antes del dia postnatal
50) cuando la longitud de este animal aumenté hasta quedar en la
media de los ratones WT y posteriormente se mantendria en esos
valores. Algo similar ocurria con el peso, en la séptima semana se
produce una ganancia de peso importante, pero en este caso no se
alcanza el valor medio que presentan los ratones WT, ni en este
momento ni tras alcanzar la edad adulta. En base a estas dos medidas
se puede afirmar que este ratdn recupero parcialmente el fenotipo. Por
el contrario, el raton R6 (hembra KO para Gfra) no consiguiod
recuperar el fenotipo y durante todo el ensayo mantuvo un tamafio y
un peso en linea con el esperado para una hembra KO para Gfra2 de
esa edad. Esta recuperacién parcial del peso del raton concuerda con
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lo publicado anteriormente por el grupo de Airaksinen, que ya habia
descrito que el raton KO para Gfra2 poseia un déficit en la inervacion
colinérgica del aparato gastrointestinal y las glandulas salivares (65,
68), ocasionando una disminucion del peso de estos animales.
Consiguieron recuperar ligeramente el peso mediante dieta himeda,
pero no fue suficiente para revertir completamente las diferencias
ocasionadas por la ausencia de Gfra2 (68). Desde el mismo grupo de
investigacion aseguraron que parte de este fenotipo era debida al
déficit de la inervacion del plexo mientérico que ellos habian
descubierto, pero dejaban la puerta abierta a otras posibilidades.
Sumando el resultado de la recuperacion parcial del peso del raton R7
en este experimento de rescate del fenotipo, y la afirmacion de
Airaksinen de que la dieta hiumeda también recupera parcialmente el
peso de los ratones KO (68), es posible afinar en el conocimiento de
todos los sistemas en los que Gfra2 es relevante. De esta forma, se
complementan las teorias del enanismo hipofisario y de los
desordenes gastrointestinales debidos a la alteracion de la inervacion
del plexo mientérico. Debido a que en nuestro caso se traté de un
experimento piloto en el que solo se contd con un animal, se realiz
exclusivamente un seguimiento de la longitud y el peso y no se
aliment6 al animal con dieta himeda, pero es una posibilidad que se
mantiene abierta.

Ademas, el raton R7 no solo recupero la longitud y parte del peso,
si no que todas las caracteristicas morfologicas asociadas con el eje
hipotdlamo-hipdfisis que involucra a GH e IGF-1 habian sido
recuperadas tambien (199, 211, 212). En la edad adulta es posible
distinguir los ratones WT y KO del mismo sexo en base al tamafio de
estos, y sorprendentemente, la distincién de R7 de sus compafieros de
camada no resultaba tan sencilla, pues su tamafio y el de sus caracteres
fisicos resultaba indistinguible a simple vista. No obstante, las
medidas de las caracteristicas fisicas del raton hembra R6 tuvieron
unos valores en la media de lo esperado para un raton hembra KO
adulto.

Puede considerarse que la implantacion de las células madre tuvo
un 50% de éxito, y que éstas se mantuvieron en la hipofisis de los
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ratones receptores hasta la edad adulta. Gracias a la deteccion de GFP,
fue posible mediante inmunofluorescencia que las células habian
sobrevivido durante mas de 90 dias en la hipdfisis. Y estas células no
solo habian sobrevivido, sino que ademas también habian dado lugar a
celulas diferenciadas GH+/GFP+/Sox2-. En cuanto a los resultados
obtenidos en la hembra R6, es posible que ocurriera algun fallo
técnico durante la inyeccion de las células en el animal neonato,
debido a que se trata de un procedimiento complejo que incluso con
experiencia es dificil afirmar que esta realizdndose correctamente.
Incluso después de haber realizado maultiples ensayos previos
inyectando tinta china mediante esta via a ratones neonatos. Estos
animales fueron sacrificados inmediatamente después de la inyeccion
y pudo comprobarse en un gran porcentaje de ellos que la tinta china
se habia depositado en la hipofisis, sin embargo, la inyeccién no
supuso un éxito del 100%. Otras alternativas podrian ser que la
implantacion fracasase en este raton, ya que, en las tinciones
realizadas tras terminar el seguimiento de los animales, no fue posible
encontrar células GFP+ en la hipdfisis de la hembra R6. Otra de las
causas posibles es que el sexo pueda estar influenciando la viabilidad
de las ceélulas inyectadas, pero en este caso descartamos esa
posibilidad porque en una de las hembras heterocigotas (R11) si fue
posible detectar células GFP+ implantadas en su hipdfisis tras
terminar el ensayo.

Este experimento de rescate del fenotipo es un estudio piloto en el
que por circunstancias técnicas solo ha podido realizarse una vez. El
establecimiento de la cepa triple mutante Gfra2-KO; B6;129S-
Sox2!mI(Cre/ERT2)Hoch 3. BE 129X 1-Gt(ROSA)26Sor™EYFPICos 3 fue un
proceso extremadamente costoso, y la obtencion de animales que
poseyeran el triple genotipo deseado resultd una tarea ardua. Por lo
gue no es posible lograr conclusiones definitivas de este experimento,
y va a ser necesario obtener un nimero mayor de ratones KO con
células Gfra2+ viables correctamente implantadas en la edad adulta.
En esta continuacion del experimento seria conveniente medir los
niveles de GH e IGF-1 de los ratones en diferentes puntos del
seguimiento y al final del experimento, para confirmar que la

273



ALBERTO PRADILLA DIESTE

concentracion de estas dos hormonas se recupera con el trasplante de
células Gfra2+.

Desde la década de 1950 se han realizado experimentos
consistentes en el transplante tejido hipofisario para el estudio de la
regulacion de esta glandula (280-282), pero no fue hasta 1969 que en
el grupo de investigacion de Yumiko Ohtsuka utilizaron explantes de
hipofisis consistentes en grupos de células cromdéfobas (las que en ese
momento se consideraban como células diferentes a las endocrinas,
croméfilas) para ser implantados en ratas hipofisectomizadas (283) en
una localizacién que previamente se habia definido como area
hipofisiotrofica del hipotdlamo (283, 284). En estos experimentos, los
explantes de células cromdfobas del area hipofisiotrofica habian
proliferado y dado lugar a células cromdfilas, a diferencia de los
explantes que a modo de control se habian implantado en la corteza
cerebral o bajo la corteza suprarrenal, que en este caso no estuvieron
bajo la influencia del control de los factores hipotaldmicos (283).
Posteriormente, en 2007, Lepore y colaboradores trasplantaron una
poblacién celular enriquecida en células formadoras de colonias en
camaras de silicona, e implantaron éstas en la arteria epigastrica de
ratones SCID. Después de 6 semanas, fue posible detectar células
GH+, sugiriendo que las células que habian implantado tenian la
capacidad de diferenciarse a células somatotropas in vivo (285).
También en 2007, U y colaboradores implantaron células madre del
sistema nervioso central, obtenidas a dia embrionario E12,
directamente en la hipdfisis de ratas adultas mediante cirugia
estereotaxica. Gracias a que las células implantadas habian sido
infectadas con GFP, a las 4 semanas pudieron comprobar que se
habian diferenciado a células productoras de GH, PRL y FSH. Los
factores hipotalamicos y de la propia hipdfisis habian guiado la
diferenciacion de estas células segun las necesidades de la hipofisis
(286). Sin embargo, en este ultimo experimento se desconocia si el
tejido hipofisario normal era determinante en la proliferacién y
diferenciacion de estas células. Y ademas las células transplantadas
habian sido muy poco caracterizadas para nuestra visién actual; por
otra parte, hoy sabemos que las neuronas del SNC expresan
individualmente muchos de los genes cominmente encontrados en el
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Sistema Endocrino, por lo que es dificil valorar si el destino de
diferenciacion final de las células implantadas se modifico realmente.

El trasplante de células llevado a cabo en el modelo Gfra2-KO es
el siguiente paso en estos experimentos, ya que en este experimento
piloto hemos demostrado que las células madre son capaces de
implantarse y dar lugar a células endocrinas incluso en la hipdfisis de
un modelo de enanismo. No obstante, es necesario profundizar méas en
el conocimiento de estas células y en su comportamiento antes de
sacar conclusiones que sugieran gque este proceso puede ser escalado a
la clinica.

La tecnologia Light-Sheet en el estudio de la hipd&fisis

Las etapas criticas de la preparacion de las muestras que van a ser
observadas en un microscopio Light-Sheet son el clarificado y la
tincién con anticuerpos. Es importante obtener muestras transparentes
que no dispersen la luz cuando son atravesadas por el haz laser, y al
mismo tiempo es fundamental que los anticuerpos se unan al antigeno
de forma no saturada pero especifica en un Organo entero. Son
multitud las variables que pueden influir en este proceso, algunas
dependientes de las etapas de clarificado y tincion, otras intrinsecas de
la muestra con la que se esta trabajando (como por ejemplo el hueso,
cuyo tejido duro presenta dificultades a la hora de ser clarificado
(287), u 6rganos muy vascularizados como el rifién (288)).

Nosotros hemos probado tres métodos de clarificado diferentes.
Dos de ellos, VISIKOL e iDisco, estan clasificados como métodos
organicos y se basan en el uso de disolventes organicos para dar
transparencia al tejido. Por otro lado, estan los métodos acuosos, que
se basan en la eliminacion de los lipidos de la muestra, que son las
biomoléculas que le confieren su opacidad al tejido. EI método acuso
utilizado fue X-CLARITY.

En base a nuestra experiencia, los métodos organicos no son los
mas adecuados para el clarificado y la tincion de hipofisis de raton. Es
cierto que el grado de transparencia obtenido con el método de iDisco
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es adecuado (no ocurre lo mismo con VISIKOL), sin embargo, debido
a las caracteristicas de estos protocolos, la deshidratacion de la
muestra produce que el tamafio de la hipofisis se reduzca a un
volumen inferior a la mitad del original, al tiempo que confiere al
tejido una mayor dureza y fragilidad. Para érganos de mayor tamarfio
estas caracteristicas pueden considerarse ventajosas ya que facilitarian
la obtencidn de imégenes, pero en la hipofisis de raton dificultan el
manejo y la adecuada colocacion de las muestras en el microscopio
Light-Sheet, que no deja de ser un microscopio Optico. Es posible
utilizar agarosa para facilitar el trabajo con la muestra una vez ésta ha
sido tefiida, pero el clarificado posterior no permite igualar el indice
de refraccion de la muestra y del bloque de agarosa, provocando
refraccion de la luz e imposibilitando el correcto enfoque de la
muestra, lo que dara lugar a imagenes sin nitidez suficiente. Ademas,
la tincion presenta dificultades en estos protocolos, al ser la hipofisis
un érgano muy compacto con una elevada densidad celular, la
penetracién de los anticuerpos no es la adecuada y se produce un
efecto borde muy intenso que no permite apreciar bien la tincién.

Por el contrario, el método acuoso X-CLARITY permitié la
obtencion de muestras con un grado de transparencia aceptable,
aunque no tan cercano a la transparencia total como con iDisco.
Ademas, en los métodos acuosos se genera una matriz de hidrogel en
el interior del 6rgano, que al eliminar los lipidos se expande y da lugar
a un aumento del volumen del 6rgano, al tiempo que le otorga una
consistencia blanda como la de un gel. Esta consistencia facilita el
manejo de las muestras. Este método es irreversible debido a que los
lipidos se eliminan tras someter al tejido a una corriente constante de
un detergente (SDS), pero la estructura se mantiene y el resto de las
macromoléculas quedan retenidas en la matriz del gel. La penetracion
de los anticuerpos resulté mas eficaz que en los métodos organicos, y
las tinciones conseguidas son mas claras y precisas, evitando el efecto
borde antes mencionado. En las imagenes que hemos conseguido de
muestras bien teflidas y clarificadas con X-CLARITY puede
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apreciarse le nicho con mucha resolucion. Ademas, se observan las
estructuras de células madre que salen del nicho ((118, 119)). El grado
de clarificado y tincion obtenidos también permiten distinguir las
células Sox2+ dispersas por la adenohipofisis. Por lo que la técnica de
X-CLARITY parece ser la més adecuada de las 3 que se han probado
para ser utilizadas con un érgano pequefio de complejas caracteristicas
como es la hipdfisis. Finalmente, una de las ventajas de esta técnica es
que mantiene la fluorescencia enddgena, que facilitaria en gran
medida la observacidn de muestras en las que se activase la expresion
enddgena de GFP (289), como el modelo de seguimiento que hemos
generado en la cepa triple mutante Gfra2-KO; B6;129S-
Sox2tmi(Cre/ERT2)Hoch 3. B 129X 1-Gt(ROSA)26Sort ™ (EYFPICos 3,

Una alternativa que nosotros no hemos probado pero que si han
reportado otros grupos es la combinacion de varios métodos de
clarificado, uno acuoso y otro organico, que permitan aunar las
ventajas de cada uno de ellos al mismo tiempo que se disminuyen los
inconvenientes. Una de estas combinaciones es la de iDisco + CUBIC
en ovario de raton (290). En este protocolo los autores aprovechan las
etapas de tincion de iDisco que son mas adecuadas en la tincién de
ovario de raton, y terminan el protocolo mediante el clarificado del
método acuoso CUBIC, obteniendo imégenes de gran resolucion con
tinciones

La aparicion de nuevos métodos de clarificado junto con las
mejoras que se van implementando en los ya existentes hacen que la
tecnologia Light-Sheet esté en evolucion continua, buscando vy
encontrando soluciones que permitan la obtencién de un grado de
clarificado Optimo y tinciones de calidad. Pero ahora mismo ya es
posible confirmar el potencial de este tipo de microscopia en el
estudio de organos y tejidos en 3D (291).
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El modelo de raton Gfra2-KO tiene eliminadas en la hipofisis
dos de las isoformas de Gfro2 (201 y 203) pero sigue
expresando la isoforma 202 y una forma nueva de splicing
alternativo de ésta.

El ratéon KO para Gfra2 presenta un fenotipo de enanismo en
el que presenta una disminucion de la talla y el peso,
caracteristicas fisicas derivadas del eje hipotalamo-hipofisario-
GH/IGF-1 y una hipdfisis con un volumen disminuido.

El raton KO para Gfra2 presenta un fenotipo de enanismo
hipofisario derivado de una disminucién en la produccion de
GH e IGF-1.

La ausencia de Gfra2 no se compensa con ninguno de los otros
miembros de la familia de co-receptores Gfra, ya que la
expresion y distribucién de estos no cambia en la hipofisis del
raton KO.

El reclutamiento de las células del nicho hipofisario se
encuentra alterado en el raton con genotipo KO para Gfra2
durante el desarrollo postnatal y se mantiene en la edad adulta.
El nicho de los animales KO posee un mayor numero de
células Sox2+, al mismo tiempo que existe un mayor numero
de progenitores comprometidos Sox2+ en la adenohipofisis de
estos animales.

Se produce un aumento de la activacion de PKCd y Caspasa-3,
indicando un aumento de la muerte celular por apoptosis,
mecanismo que compensa las alteraciones en el reclutamiento
por parte del nicho hipofisario.

La hipofisis del raton KO para Gfra2 posee una proliferacion
muy activa en la etapa postnatal, viendo incrementado el
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282

10.

11.

namero de células que entran en ciclo celular en el nicho y en
la adenohipofisis. Este aumento de la proliferacion no se da en
la edad adulta, donde la tasa de replicacion en ratones WT y
KO se iguala y se reduce respecto a los animales en desarrollo
postnatal, tanto en el nicho como en la adenohipofisis.

La elevada tasa de reclutamiento y recambio en la hipdfisis del
raton KO para Gfra2 durante el desarrollo postnatal conduce a
una hipofisis envejecida en adultos jovenes, que se traduce en
un aumento generalizado de la expresion de p2l y un
acortamiento de los telémeros, tanto en las células del nicho
hipofisario como en la adenohipofisis.

Los cultivos de colonias de células madre hipofisarias
mantienen las caracteristicas estudiadas in vivo, los cultivos de
células de ratén KO forman menos colonias, tienen una menor
tasa de replicacion y presentan mayor expresion de p21.

Las células madre Gfro2+ implantadas directamente en la
hipofisis de animales neonatos sobreviven hasta la edad adulta
en la hipdfisis receptora. En uno de los ratones KO con células
Gfra2+ implantadas se revirtio parcialmente el fenotipo
generado por la ausencia de Gfra2, suponiendo un avance en la
terapia regenerativa con células madre.

Las técnicas de clarificado y tincion de hipdfisis entera
estandarizadas, sumadas a la tecnologia Light-Sheet son una
potente herramienta para el estudio en profundidad de este
6rgano 'y mas concretamente para una estructura
tridimensional compleja como es el nicho hipofisario de
celulas madre.
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SIEX'STRO DO EDIFICIO ADMINISTRATIVC DA COURUNA Centro de |nvestigaci6n &h MediCina

SEOREOR Data 21072014 0845 30 Molecular y Enfermedades Crénicas (CIMUS)
SAIDA 77423 / RX 648372
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Ref.: JLPV/IId

NOTIFICACION DE RESOLUCION DUNHA AUTORIZACION DE PROXECTOS DE EXPERIMENTACION

ANIMAL
Expediente num.: 15010/14/005 Data de inicio: 01-01-2014
Interesado: Clara Alvarez Villamarin Forma de inicio: solicitude do interesado

Procedemento: resolucion de autorizacion

Notificolle que con data 17 de xullo de 2014, o xefe territorial da Conselleria do Medio Rural e
do Mar emitiu unha resolucion de autorizacion de proxectos de experimentacion animal, cuxo
texto integro é o seguinte:

ANTECEDENTES

O interesado, como representante do centro CIMUS (Universidade de Santiago de
Compostela), presentou con data 02-05-2014 e rexistro de entrada 51704 RX 419942, unha
solicitude para a realizacion do proxecto de experimentacion animal, cuxos datos se detallan a
continuacion:

Denominacién do proxecto: Mecanismos de recambio e proliferacion, benigna e maligna, das
células endocrinas

Nome do centro usuario: CIMUS (USC)

Persoa responsable do proxecto: Clara Alvarez Villamarin

Establecemento onde se realizaran os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): CIMUS (USC)

Clasificacion do proxecto : Tipol [ |  Tipoll D Tipo Il [X]

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1. O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE nim. 34, do 8 de febreiro), polo que se
establecen as normas basicas aplicables para a proteccion dos animais utilizados en
experimentacion e outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33
as condicions de autorizacions dos proxectos con animais de experimentacion.

2. O artigo 89 da Lei 30/1992, de 26 de novembro, do réxime xuridico das administracions
publicas e do procedemento administrativo comun (BOE nim. 285, 27 de novembro de

co, 1992), modificada pola Lei 4/1999, de 14 de xaneiro, establece que a resolucién que pofia
o 4in o procedemento decidird todas as cuestions expostas polos interesados e aquelas
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3. O Servizo de Gandaria da Corufia revisou a documentacion achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacién do proxecto, realizada polo 6rgano habilitado Seccion de
Experimentacion animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de
Compostela.

Esta xefatura territorial € competente para ditar unha resolucion, de conformidade co artigo
11 do Decreto 245/2009 de 3 de abril, polo que se regulan as delegacions territoriais da Xunta
de Galicia e o Decreto 46/2012, de 19 de xaneiro, polo que establece a estrutura orgdnica da
Conselleria do Medio Rural e do Mar e do Fondo Galego de Garantia Agraria.

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1. Autorizar o proxecto solicitado.
2. Notificarlle esta resolucion ao interesado.

O mencionado proxecto deberd someterse a unha avaliacion retrospectiva que se realizara no
prazo de tres anos.

A autorizacion deste proxecto terd unha duracion de 5 anos, transcorridos os cales, debera ser
renovada esta autorizacion.

A citada autorizacién é unicamente vélida nas condicions que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar
dos animais, debera solicitar a confirmacion da autorizacion ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacion poderd ser suspendida, no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicions de autorizacion e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle
dara audiencia.

Contra a presente resolucion, que non pon fin a via administrativa, podera interpor recurso de
alzada ante a conselleira de Medio Rural e do Mar da Xunta de Galicia no prazo dun mes
contado a partir da recepcion da notificacion da presente resolucion, conforme coa Lei
30/1992, do 26 de novembro, (BOE num.: 285, 27 de novembro de 1992), de réxime xuridico
das administracions publicas e do procedemento administrativo comun na sta redaccién dada
pola Lei 4/1999, do 13 de xaneiro.

7 de xullo de 2014

AGorufi,
d izo de Gandaria

O xefe do!
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=
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REXISTRO XERAL DA XUNTA DE GALICIA José Manuel Cifuentes Martinez
REXISTRO O EDIFICIO ADIAINISTRATIVO DA CORUNA Departamento de Anatomia

Caa Dale 0610512016 13:23.07 Facultade de Veterinaria
Campus Universitario

T R

Ref.: JLP/Ild

DENOMINACION DO PROXECTO: Mecanismos de recambio e proliferacion, benigna e maligna, das
células endocrinas

INTERESADO: Clara Alvarez Villamarin

CODIGO DO PROXECTO: 15010/14/005

NOME /CODIGO DE REXISTRO DO CENTRO: CIMUS (USC)/Facultade de Medicina ES150780275701
REXISTRADO (REXISTRO, DATA E NUMERO): Lugo 52964/RX 1152160 28.04.2016

Pola presente acusase recibo da solicitude de modificacion da autorizacion do proxecto
arriba referido, conforme ao establecido no artigo 33 do Real decreto 53/2013, de 1 de
febreiro, polo que se establecen normas basicas para a protecciéon de animais utilizados
en experimentacion e outros fins cientificos incluindo a docencia, que foi recibida no
Servizo Provincial de Gandaria.

Ao non existir modificaciéns substanciais que afectan & autorizacién, comunicolle que se
procede a incorporar estes datos ao expediente.
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Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electronico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

RESOLUCION DE AUTORIZACION DE PROXECTO DE EXPERIMENTACION ANIMAL

Expediente nim.: 15012/2020/008 Data de inicio do expediente: 28.10.2020
Persoa solicitante: Anxo Vidal Figueroa Procedemento: resolucién de autorizacion
Forma de inicio: solicitude da persoa interesada

ANTECEDENTES

Anxo Vidal Figueroa, en representacion do Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA),
presentou con data 28.10.2020 unha solicitude para a realizacion do proxecto de
experimentacién animal (entrada no Rexistro Electrénico da Xunta de Galicia 2020/2073672),
cuxos datos se detallan a continuacién:

Denominacion do proxecto: Mecanismos de recambio e proliferacién, benigna e maligna, de
células endocrinas

Nome do centro usuario: Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA) da Universidade de
Santiago de Compostela
Persoa responsable do proxecto: Clara Alvarez Villamarin

Establecemento onde se realizardn os procedementos do proxecto (ou lugar xeografico no
caso de traballos de campo): Centro de Biomedicina Experimental (CEBEGA)

Clasificacion do proxecto: Tipol[ |  Tipoll | X| Tipolll ||

CONSIDERACIONS LEGAIS E TECNICAS

1 O Real decreto 53/2013, de 1 de febreiro (BOE 34, do 8 de febreiro), polo que se establecen
as normas basicas aplicables para a protecciéon dos animais utilizados en experimentacién e
outros fins cientificos, incluindo a docencia, establece no seu artigo 33 as condiciéns de
autorizacidons dos proxectos con animais de experimentacion.

2 O artigo 88 da Lei 39/2015, de 1 de outubro, do procedemento administrativo comun das
administraciéns publicas (BOE 236, do 2 de outubro de 2015) establece que a resolucién que
pofia fin o procedemento decidira todas as cuestidons expostas polos interesados e aquelas
outras derivadas deste.

.xunta.gal/cve
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Tfno.: 981 184 565, fax.: 981 184 653

Correo electronico: servizo.gandaria.a.coruna@xunta.gal

3 O Servizo de Gandaria da Corufa revisou a documentacion achegada na solicitude e o
resultado favorable da avaliacidon do proxecto realizada polo érgano habilitado, a Seccién de
Experimentacién Animal do Comité de Bioética da Universidade de Santiago de Compostela.

Esta xefatura territorial € competente para ditar unha resolucién, de conformidade co Decreto
149/2018, do 5 de decembro, polo que se establece a estrutura orgénica da Conselleria do
Medio Rural e se modifica parcialmente o Decreto 177/2016, do 15 de decembro, polo que se
fixa a estrutura organica da Vicepresidencia e das consellerias da Xunta de Galicia (DOG 235,
do 11 de novembro).

De acordo con todo o indicado, RESOLVO:

1 Autorizar o proxecto solicitado.
2 O proxecto non precisa someterse a unha avaliacion retrospectiva.

3 A autorizacion deste proxecto tera unha duracién de cinco anos e unha vez transcorrido este
tempo debera ser renovada.

A citada autorizacién é unicamente valida nas condicidons que figuran no expediente. Ante
calquera cambio significativo no proxecto que poida ter efectos negativos sobre o benestar dos
animais, debera solicitar a confirmacion da autorizacién ao Servizo Provincial de Gandaria.

Esta autorizacion podera ser suspendida no caso de que o proxecto non se leve a cabo de
acordo coas condicidns de autorizacion e retirala, previo expediente tramitado ao que se lle

Asinado por: LOPEZ LOPEZ, MONICA

Cargo: Xefa Territorial
Data e hora: 09/11/2020 15:07:08

dard audiencia.

Contra a presente resolucidn, que non pon fin & via administrativa, podera interponer un
recurso de alzada ante o conselleiro de Medio Rural. O prazo comezara a contar dende o dia
seguinte ao da recepcion desta resoluciéon. Todo isto, segundo o disposto nos artigos 121 e 122
da citada Lei 39/2015.

Mediante este escrito notificaselle a Anxo Vidal Figueroa esta resolucién segundo o esixido no
artigo 40.1 da antedita Lei 39/2015.
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Generalitat de Catalunya
Departament de Territori i Sostenibilitat
Direccié General
de Politiques Ambientals

Jaume Vicens Perpinya
Subdirector general de la Biodiversitat / Deputy Director-General for Biodiversity
CERTIFICO/ HEREBY CERTIFY
Que en/na:/ Que el/la Sr. Sra:/ That Ms
ALBERTO PRADILLA DIESTE
amb/con DNI/NIE/Passaport / With national ID card
73013834N

ha acreditat davant del Departament de Territori i Sostenibilitat reunir els requisits
necessaris per exercir les tasques de personal investigador d'acord amb el que estableix
el Decret 214/1997, de 30 de juliol, pel qual es regula la utilitzacié d'animals per a
experimentacio i per a altres finalitats cientifiques.
ha acreditado ante el Departament de Territori i Sostenibilitat reunir los requisitos
necesarios para ejercer las funciones de personal investigador de acuerdo con lo que
establece el Decreto 214/1997, de 30 de julio, por el que se regula la utilizacion de
animales para experimentacion y para otras finalidades cientificas.
has proved to the satisfaction of the Ministry of Territory and Sustainability that he meets
the requirements necessary to carry out the tasks of scientist (person responsible for
directing animal experiments) in accordance with Catalan Government Decree 214/1997, of

30 July, regulating the use of animals for experimental and other scientific purposes.

| perque aixi consti, signo el present certificat / Y para que asi conste, firmo el presente
certificado / In witness whereof, | hereby sign this certificate

Barcelona, 2 / 2™ agost / agosto / august 2016




Lista de

verificacion para Tesis con animales de experimentacion.
EXPERIMENTACION ANIMAL ARRIVE

Si/no/NA

pagina

Titulo

Si

Proporcionar una descripcidn tan exacta y concisa como
sea posible sobre el contenido del trabajo.

Portada

Resumen

Si

Proporcionar un resumen preciso de los antecedentes, los
objetivos de la investigacidn, incluyendo detalles de la
especie y cepa de los animales utilizados, métodos
relevantes, hallazgos principales y conclusiones del estudio.

Antecedentes

Si

Incluir suficientes antecedentes cientificos (incluyendo las
referencias pertinentes al trabajo anterior) a fin de
comprender la motivacion y el contexto para el estudio, y
explicar las bases y el enfoque experimental.

1-55

Si

Explicar como y por qué la especie y el modelo animal
utilizados permiten abordar los objetivos cientificos y,
cuando sea apropiado, la relevancia del estudio para la
biologia humana.

57-61

Objetivos

Si

Describir claramente los objetivos primarios y secundarios
del estudio, o las hipotesis especificas que se van a probar.

57-61

Declaracidn Etica

Si

Indicar el permiso del comité ético, y las leyes o decretos
pertinentes para el cuidado y uso de animales, bajo las que
se realiza la investigacion.

65-66

Disefio del estudio

Si

Numero de grupos experimentales y control.

131-225

Si

La unidad experimental (por ej., un solo animal, grupos o
jaulas de animales). Un diagrama cronoldgico o de flujo
pueden ser Utiles para ilustrar como se realizaron los
disefios de estudio complejos.

131-225

Procedimientos experimentales

Si

Como (por ej., formulacion y dosis del tratamiento, el sitio
y la via de administracidn, anestesia y analgesia utilizadas
[incluyendo la monitorizacién], procedimiento quirurgico,
el método de eutanasia). Proporcionar detalles de
cualquier equipo especializado utilizado, incluyendo

67-90




proveedor(es).

Animales de experimentacion

Si

Proporcionar detalles de los animales utilizados,
incluyendo especie, cepa, sexo, etapa de desarrollo (por €j.,
edad media o mediana de edad y rango) y peso (por e€j.,
media 0 mediana mas rango de peso).

131-225

Si

Proporcionar otra informacién pertinente, como la
procedencia de los animales, nomenclatura internacional
de la cepa, modificacién genética (por ej., animal deficiente
o transgénico), genotipo, estado de salud/inmune, si los
animales han sido incluidos en estudios o recibido
tratamientos anteriormente, procedimientos previos, etc.

67-90
131-225

Animales

Alojamiento (tipo de instalacién por ej., libre de patégenos
especificos [SPF], tipo de jaula o habitaculo, material del
lecho, nimero de animales por jaula, forma y material del
tanque, etc. para peces).

66-67

Si

Condiciones de cria (por ej., programa de reproduccion,
ciclo de luz/oscuridad, temperatura, calidad de agua, etc.
para peces, el tipo de alimentacion, el acceso a los
alimentos y al agua, enriquecimiento ambiental).

66-72

Tamafio de la muestra

Si

Especificar el nimero total de animales utilizados en cada
experimento, y el nimero de animales en cada grupo
experimental.

131-225

Si

Indicar el nUmero de repeticiones independientes de cada
experimento, si es pertinente.

131-225

Asignacidn de animales a grupos experimentales

Si

Resultados experimentales 12 Definir claramente los

resultados primarios y secundarios evaluados (por €j.,
muerte celular, marcadores moleculares, cambios de
comportamiento).

131-225

Métodos estadisticos

Si

Proporcionar detalles sobre los métodos estadisticos
utilizados para cada andlisis.

131-225

Si

Especificar la unidad de andlisis para cada grupo de datos
(por ej., un solo animal, grupo de animales, neurona
individual).

131-225

Si

Describir los métodos utilizados para evaluar si los datos
corroboran las suposiciones del método estadistico.

128-129




Cantidades analizadas

Si

Indicar el nimero de animales en cada grupo incluido en
cada anélisis. Presentar nimeros absolutos (por ej., 10/20,
no 50 %2).

131-225

Resultados y Discusion

Si

Indicar los resultados de cada andlisis llevado a cabo, con
una medida de precision (por ej., error estandar o intervalo
de confianza).

131-225

Interpretacion /implicaciones cientificas

Si

Interpretar los resultados, teniendo en cuenta los objetivos
y las hipotesis del estudio, la teoria actual y otros estudios
pertinentes en la literatura.

239-278

Si

Comentar las limitaciones del estudio incluyendo cualquier
fuente potencial de sesgo, cualquier limitacidn del modelo
animal y la imprecision asociada con los resultados

239-278

Financiacién

Si

Listar todas las fuentes de financiacidn (incluyendo el
numero del proyecto) y el papel de la fuente(s) de
financiacion en el estudio.
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Experiments.

Firma Doctorando

Alberto Pradilla Dieste







GFRa2 es un marcador especifico de las células madre del
nicho hipofisario, una poblacion importante para el
mantenimiento de la capacidad plastica de este organo. En esta
tesis doctoral se pretende ahondar en el papel de Gfra2 en la
fisiologia hipofisaria y su relacion con el enanismo. Para ello se
ha utilizado un ratén KO para Gfra2 que presenta un fenotipo
de enanismo hipofisario debido a una menor produccion de GH.
En ausencia de Gfra2 se producen alteraciones en el recambio

y proliferacion de las células madre y en el reclutamiento desde
el nicho durante el desarrollo postnatal, dando lugar a una
hipofisis envejecida en adultos. Nuestros resultados también
sugieren que las celulas madre poseen un potencial terapéutico
para el tratamiento de algunas enfermedades como el
hipopituitarismo.
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