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1. Resumen

La hipofisis es una glandula enddcrina dividida anatomicamente en la hipéfisis
anterior, la intermedia y posterior. La hipéfisis anterior estd formada por dos
grandes grupos celulares: las granulares o secretoras de hormonas y las agranulares.
De las células agranulares, las mas abundantes son las células foliculo estelares
(CFE), un grupo heterogéneo identificado comunmente por expresar a la proteina
S100B y a los filamentos intermedios (FI) vimentina y GFAP, asi como a la proteina
de unién E-Cadherina. Las CFE forman foliculos con células que expresan
caracteristicas epiteliales, y grandes extensiones citoplasmaticas en células que se
encuentran fuera de los foliculos. Por otro lado, cumplen con una gran variedad de
funciones como la de modular la secrecion hormonal y la permeabilidad y
proliferacion de las células endoteliales, a través de secretar factores paracrinos como
la IL-6, el FGF2, TGFB y VEGEF; son células fagociticas de limpieza (scavengers),
modulan la matriz extracelular, y las que forman el foliculo, transportan iones de
manera vectorial. Sin embargo, no todas las CFE cumplen con estas funciones y la
expresion sus proteinas marcadoras es diferenciada, lo que ha sugerido la existencia
de varias subpoblaciones de CFE. La propuesta de esta tesis fue identificar a estas
subpoblaciones y medir en qué proporcion se encuentran. Los resultados muestran
que existen al menos seis subpoblaciones de CFE con base en la expresion de sus
proteinas marcadoras: dos epiteliales que corresponde al 33% del total de CFE; tres
estelares o gliales que corresponden al 35% 'y wuna no glial ni epitelial que
corresponde al 27%. Las CFE epiteliales expresan cldn4 en contraste con el
endotelio vascular que expresa cldn2 y la vimentina se expresa solo en las alas de la
hipofisis anterior tanto en CFE estelares como epiteliales. Los resultados nos
permiten realizar las siguientes afirmaciones: para medir a la poblacion total de CFE
es necesario marcarlas con S100B y GFAP, el nombre de CFE gliales es mas
apropiado para las CFE estelares, las diferentes subpoblaciones de CFE se distribuyen

de manera regionalizada y el transporte de iones en el foliculo es transcelular.



2. Abstract

The pituitary is an endocrine gland anatomically divided into anterior, intermediate
and posterior pituitary. The anterior pituitary gland is made up of two large cell
groups: the granular cells or hormone-secreting cells, and the agranular cells. The
most abundant agranular cells are the folliculo stellate cells (FSC), a heterogeneous
cell group commonly identified by expressing the S100p protein and the intermediate
filaments (IF) vimentin and GFAP, as well as the binding protein E-Cadherin. FSCs
form either follicles with cells that express epithelial characteristics or present large
cytoplasmic extensions with stellar shape localized outside the follicles. On the other
hand, they fulfill a great variety of functions such as modulating the hormonal
secretion of the secretory cells, and the permeability and proliferation of endothelial
cells, through secreting paracrine factors such as IL-6, FGF2, TGF and VEGF. They
also are scavenger cells and, also, modulate the extracellular matrix. In addition, the
follicle cells transport ions in a vectorial way. However, not all FSCs comply with
these functions, and the expression of their marker proteins is variable, suggesting the
existence of several subpopulations of FSCs. The purpose of this thesis was identified
and measure these subpopulations. The results show that there are at least six
subpopulations of FSC based on the expression of their marker proteins: two
epithelial subpopulations that corresponds to 33% of the total; three stellar or glial
subpopulations corresponding to 35% and one non-glial or non-epithelial
subpopulation corresponding to 27%. Epithelial FSCs express cldn4 in contrast to the
vascular endothelium expressing cldn2, and vimentin is expressed only in the anterior
pituitary wings, in both stellar and epithelial FSCs. These results allow us to make the
following statements: to measure the total population of FSC it is necessary to stain
them with S1003 and GFAP antibodies; it is more appropiate to name glial FSCs to
the stellate cells; the different subpopulations of FSCs are distributed in a
regionalized manner; and the transportation of ions in the follicle is via transcellular

transport.



3. Introduccion
3.1. La hipofisis

La hipofisis es una glandula endocrina que sintetiza y secreta hormonas para
controlar la reproduccion, maduracién sexual, crecimiento, metabolismo y la
respuesta al estrés. La hipofisis se aloja en un espacio 6seo del hueso esfenoides
llamado “silla turca”, rodeada por el diafragma sellae, una doble membrana solo
atravesada por el tallo hipofisiario. Desde el punto de vista anatomico, la hipofisis se

divide en tres regiones (figura 1):

1. Hipdfisis posterior, pars neuralis o neurohipdfisis, formada de las
terminaciones nerviosas de las neuronas magnocelulares de los nucleos supradptico y
paraventricular del hipotdlamo. A través de estas terminaciones se secretan la
oxitocina y la hormona antidiurética (ADH) necesarias para la contraccion uterina y
la reabsorcion renal de H>O, respectivamente. En la neurohipoéfisis las terminaciones
nerviosas residen en una estructura de células gliales llamadas pituicitos, semejantes a

los astrocitos del sistema nervioso central (Schaeffer ez al. 2010).

2. Hipdfisis intermedia o pars intermedia. Esta compuesta por una poblacion
homogénea de células enddcrinas, los “melanotropos”, productores de péptidos
bioactivos, principalmente la hormona estimulante de los melanocitos (MSH) o
melanotropina, inductora de la sintesis de melanina en la piel. Los melanotropos
sintetizan al precursor hormonal llamado propiomelanocortina el cual es procesado
por protedlisis, generando-a la hormona adrenocorticotropa (ACTH), endorfinas y la
propia MSH. Los melanotropos coexisten en la hipofisis intermedia con células de
soporte que algunos autores identifican como células foliculo-estelares (CFE). La
hipofisis intermedia se origina, embrioldgicamente de una placoda del ectodermo
orofaringeo que se invagina y forma la bolsa de Rathke (Borst et al. 1996; Lerner

1993; Lamacz et al. 1991).

3. Hipdfisis anterior o pars distalis, es el 16bulo que estd constituido por
diferentes tipos de células: diversos tipos de células secretoras y no secretoras de

hormonas, cuyo origen embriologico es el mismo que el de la hipofisis intermedia
3



(Devnath ef al. 2008; Inoue et al. 1999; Schaeffer et al. 2010). A las hipofisis anterior

e intermedia, se les denomina en conjunto adenohipofisis.

Tercer ventriculo

Adenohipafisis

=

r Shad
il

de Willis
/ Plexo Sistema Hendidura
primario porta hipofisiaria

Figura 1. Esquema de la glandula hipofisis. Se representa un corte sagital con las tres
regiones anatdmicas de las hipofisis mencionadas en el texto: hipofisis posterior, intermedia y
anterior. Entre la hipofisis intermedia y anterior (gris), se encuentra la hendidura hipofisiaria,
un remanente de la bolsa de Rathke embrionaria. Ademas se puede observar la comunicacion
entre la hipofisis anterior y el hipotadlamo, por medio de un sistema porta que proviene del
poligono de Willis, y forma el plexo capilar primario y drena hacia los vasos porta hipofisiarios

que se continuan con el plexo capilar secundario (Shirasawa et al. 2004).

Las iméagenes obtenidas por microscopia electronica muestran que la hipofisis
anterior estd compuesta de células granulares y agranulares, que se distinguen por
la presencia o ausencia de granulos electrodensos, respectivamente. Las células
granulares almacenan en los granulos las hormonas que sintetizan y, dependiendo
del tipo de hormona que expresen, pueden ser lactotropas que secretan prolactina
(Prl), somatotropas productoras de hormona de crecimiento (GH), corticotropas si
sintetizan hormona adrenocorticotropa (ACTH), tirotropas que secretan a la hormona

estimulante de la tiroides (TSH) y las gonadotropas productoras de hormona foliculo
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estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH, figura 2A, Devnath et al. 2008;
Inoue et al. 1999; Schaeffer et al. 2010 ).

Por otro lado, las células agranulares incluyen tres tipos de células de
soporte: las células foliculo-estelares (CFE), que tienen una forma de estrella y
pueden asociarse en foliculos, los pericitos que son células planas, alargadas y
envuelven a los vasos sanguineos y las células endoteliales que los forman (Figura
2B, Devnath et al. 2008; Denef2008; Inoue et al. 1999; Satoh et al. 1989).
Frecuentemente los macrdéfagos se extravasan y entran en el parénquima de la
hipofisis anterior (Allaerts et al. 1997). El presente trabajo se centra en estudiar las

poblaciones celulares que constituyen a las CFE de la adenohipofisis.

Granulos de secrecidn hormonal

Figura 2. Micrografias de microscopia electronica de transmision de la hipofisis anterior donde
se observan células granulares y agranulares. En (A) se muestran células con multiples cuerpos
electrodensos, correspondientes a granulos de secrecion hormonal; en este caso células gonadotropas
(GH). En (B) se observan tres células agranulares foliculo estelares (CFE). (UO = uniones oclusoras; L

=lumen. Imagen A: Tixier-Vidal ef al. 1975; Imagen B: Vila-Porcile 1972).

3.2. Las células foliculo estelares (CFE)
5



Las CFE son el grupo mas numeroso de células agranulares, con un 5% a 10% del
total de células de la hipofisis (Devnath et al. 2008). Fueron observadas inicialmente
por Rinehart y Farquhar (1953) en imagenes obtenidas por microscopia electronica de
transmision. Rinehart y Farquhar (1953) y Farquhar (1957) caracterizaron a estas
células como células cromo6fobas porque no unen colorantes (Fucina, hematoxilina,
etc.), agranulares por que no muestran granulos de secrecion en su citoplasma, lo que
les llevd a inferir que eran células precursoras de las secretoras de hormonas y
“estelares” en referencia a su forma similar a una estrella, producto de la emision de
largas prolongaciones citoplasmaticas radiadas. Rinehart y Farquhar (1953) y
Farquhar (1957) también observaron que un grupo de CFE rodea cavidades pequeiias,

lo que llevo a Yoshida (1966) a sugerir el nombre de células "foliculares”.

Figura 3. Tipos de células FE por su aspecto en imdgenes obtenidas por microscopia electronica
de transmision. En este par de imagenes se pueden observar dos diferentes fenotipos expresados por
las CFE: en la imagen A se trata un grupo de tres CFE con caracteristicas epiteliales o foliculares,
unidas entre si por uniones oclusoras (UO) y expresando microvellosidades (MV) al interior de un
lumen. Por otro lado, en la imagen B, se ve a una CFE estelar que extiende una prolongacion
citoplasmatica entre dos células granulares (CG) y se une con otra prolongacion citoplasmatica de otra
CFE estelar (en el recuadro, sefialada con una flecha, se observa la unién célula-célula. Vila-Porcile

1972).



Vila-Porcile (1972), estudi6 estas células durante el desarrollo postnatal de la
rata mediante microscopia electronica de transmision. Sus observaciones le llevaron a
sugerir que las células foliculares y las estelares, son dos formas de un mismo tipo
celular, por lo que acui6 el término de "células foliculo-estelares" (CFE). También
demostrd que las células que forman los foliculos o "foliculares”, son células con
caracteristicas epiteliales, que expresan microvellosidades y uniones oclusoras,
mientras que las células "estelares” extienden prolongaciones citoplasmaticas largas
que se unen con las de otras células idénticas. Vila-Porcile (1972) propuso el modelo

de organizacion celular de la hipofisis anterior que se muestra en la figura 4.

En el modelo de Vila-Porcile (1972), los procesos celulares citoplasmicos de
las CFE rodean y separan grupos de células secretoras. Las CFE, tanto “estelares”
como “foliculares”, tienen abundantes polirribosomas citosélicos y un reticulo
endoplasmico rugoso poco desarrollado, en comparacion con las células granulares.
El nicleo de ambas clases de CFE tiene forma irregular y, en algunas células, un
nucléolo conspicuo (Blanco et al. 1978). Las CFE “foliculares” tienen polaridad
apico-basal, rodean pequefios limenes hacia los que proyectan microvellosidades y
cilios mayores y se unen entre si por medio de uniones oclusoras (UO; Vila-Porcile
1972), adherentes (Vila Porcile 1972), desmosomas (Tixier-Vidal et al. 1975) y
uniones comunicantes (Soji et al. 1997, Tixier-Vidal ef al. 1975). Por otro lado, las
CFE foliculares forman uniones comunicantes y desmosomas entre si, con las
estelares y con las granulares (figura 4; Inoue et al. 1999; Soji et al. 1989; Vila-

Porcile 1972). De manera que las CFE “foliculares” son, claramente, epiteliales.



Figura 4. Arquitectura de la glandula hipéfisis. Modelo desarrollado por Vila-Porcile (1972) en el
cual propone que las células de la hipdfisis anterior se organizan en lobulos formados por células
granulares (CG) y foliculo estelares (FE), rodeados por una membrana basal (MB) y matriz
extracelular (MEC). Se observan capilares de tipos fenestrados (C) con células endoteliales (En) y
eritrocitos (E), rodeados de su propia membrana basal (MB). Al centro del 16bulo se observan CFE
formando un foliculo (en oscuro) y extendiendo prolongaciones citoplasmaticas entre las células
granulares (CG) y hasta la vecindad de los capilares. Entre las células granulares se observan espacios
llamados lacunares (EL) que se propone son espacios donde se vierte el contenido hormonal de estas

células.



3.3 Uniones oclusoras

Las UO’s se expresan tanto en células epiteliales como endoteliales, en la region mas
apical de la membrana lateral. Se observan en microscopia electronica como una serie
de puntos de fusion entre las caras externas de las membranas de células adyacentes
(Farquhar y Palade 1963). En esos puntos de fusion, el espacio extracelular esta
completamente obliterado. En micrografias obtenidas por criofractura, las uniones
oclusoras se observan como una serie de filamentos continuos y entrelazados en la
cara exoplasmica (E) de la membrana plasmatica con ranuras complementarias en la
cara protoplasmica (P; figura 5. Staehelin 1973). Estos filamentos y surcos estan
formados por polimeros de proteinas transmembranales que se unen a través de sus
dominios extracelulares, con polimeros de la membrana plasmatica opuesta. Se sabe
que estos polimeros estan formados por las proteinas transmembranales de la familia
Marvel como ocludina (Furuse et al. 1993), y las denominadas claudinas (cldn.
Figura 5. Furuse et al. 1998;). Ademés en las UQO’s se localizan las proteinas
periféricas de membrana ZO1, ZO2, ZO3 (Stevenson et al. 1988), entre otras. Las
UOs, ademas de unir a las células, regulan el paso de agua, iones y moléculas a través
de la via paracelular (Claude y Goodenough 1973) y forman una barrera que impide
la difusion, en el plano de la membrana plasmatica, de los lipidos y proteinas del

dominio apical al lateral y viceversa (figura 6. van Meer y Simons 1986).



Membrana celular 1

Membrana celular 2

IiFaseP 4‘ LFaseE JWFaseP |

Figura 5. Estructura de las UO vista por microscopia de criofractura. Imagen obtenida de un

epitelio de alta resistencia de intestino de raton en la que se presentan al menos 6 filamentos en la cara
P y sus correspondientes surcos en la cara E. En el dibujo de la parte inferior (B) se ilustran proteinas
intermembranales (6valos grises) de dos membranas adyacentes. La zona de la criofractura se localiza
justo debajo de la linea negra mostrandonos la formacién de filamentos en la cara P y surcos en la cara
E (Barra = 0.4 um. Mv = microvellosidades Claude y Goodenough 1973; Gonzalez-Mariscal et al.
2003; Suzuki et al. 2014).

Las claudinas son una familia de 27 proteinas que fueron identificadas por
primera vez en humanos por Furuse ef al. (1998) y son las principales determinantes
de la permeabilidad paracelular (figura 6). Son proteinas entre 21-28 kDa que
consisten de cuatro dominios transmembranales, dos asas extracelulares, dominios
amino- y carboxilo-terminal citoplasmaticos y una pequeiia asa intracelular (figura 7.
Suzuki et al. 2014). Estas proteinas determinan la permeabilidad paracelular en
diferentes tejidos, que puede evaluarse mediante la medicion de la resistencia
eléctrica transepitelial (RET) (Cereijido et al. 1978). Con base en la magnitud de la
RET, se clasifican en claudinas de poro o de barrera (Hou et al. 2013). Por ejemplo,
la sobreexpresion de la cldn4 en las células epiteliales MDCKII de baja resistencia,
triplica la RET, por lo que la cldn4 es una claudina de barrera (Van Itallie et al.

2001), mientras que la sobreexpresion de la cldn2 en las células epiteliales MDCKI
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de alta resistencia, disminuye la RET por lo que esta proteina se clasifica como una
claudina de poro (Furuse et al. 2001). En la nefrona, las claudinas de poro como la
cldn2, se expresan en segmentos altamente permeables como el tubulo proximal,
mientras que en los segmentos poco permeables como los tibulos colectores se
expresan claudinas de barrera como cldn4 y cldn8 (Gonzalez-Mariscal et al. 2000;

Kiushi-Saichin et al. 2002; Reyes et al. 2002).
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Figura 6. Funciones de las UO. Dibujo de un epitelio que sefiala que ademas de la union intercelular,
las UO modulan el transporte de iones y agua por la via paracelular (A) de una manera pasiva
dependiente del gradiente electroquimico, a través de proteinas transmembranales que forman poros
selectivos a tamafio y carga (B). En la via transcelular de transporte, intervienen proteinas como las

bombas que ocupan ATP, los canales y los transportadores (Gonzalez-Mariscal et al. 2007)
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Figura 7. Diagrama topologico de la cldnlS basado en la estructura obtenida por cristalografia.

En el diagrama se muestra la estructura de una claudina clasica como las que se describen en el texto,

(Suzuki et al. 2014).

Como se muestra en las imagenes de criofractura de la figura 8, las CFE
epiteliales de cultivos primarios de hipofisis anterior de rata, desarrollan entre 7 y 11
filamentos (Wifingler et al. 1984) y, en los cultivos de CFE epiteliales de bovino, que
forman una monocapa, las células desarrollan una RET de 451 Q.cm? y forman
domos (Ferrara et al. 1987). Estos resultados demuestran que las UOs de las CFE
epiteliales son de alta resistencia y baja permeabilidad y que estas células forman un
epitelio de transporte, y sugieren que deben expresar claudinas de barrera, como la

cldn4.
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Figura 8. Las UO de las CFE epiteliales son de alta resistencia y baja permeabilidad. En la
imagen obtenida por criofratura de un cultivo primario de hipofisis anterior (A) se encuentran tres CFE
epiteliales unidas por UO’s (flechas negras). En la célula central podemos contar entre 7 y 11
filamentos en la cara E lo que indica que son UO’s de baja permeabilidad y alta resistencia que se
corrobora al comparar esta imagen con B y C obtenidas de segmentos de alta (B) y baja resistencia (C)
de nefrona de raton. (UO = uniones oclusoras, Mv = microvellosidades. Barra en B y C = 100 nm.

Claude et al. 1997; Wilfinger et al. 1984).

Las UOs son la frontera entre la membrana apical y la lateral de las células
epiteliales. La division de la membrana plasmatica en estos dominios distintos es
parte de la polaridad que caracteriza a estas células y es esencial para que estas
células transporten substancias vectorialmente (Cereijido et al. 2004). La membrana
plasmatica apical de las células epiteliales se distingue por expresar microvello y un
cilio mayor. Ambas estructuras expresan proteinas especificas, como la dipeptidil
peptidasa IV (Girardi ef al. 2001) y la tubulina acetilada (Ishikawa et al. 2011, Larre
et al. 2011), respectivamente. La figura 9 muestra una imagen de microscopia
electronica de tejido de hipofisis de rata, con CFE epiteliales que expresan
microvellosidades (mv) y un cilio mayor (cilio) con su aspecto tipico de rueda de

carreta (Vila-Porcile 1972).
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Figura 9. Las CFE epiteliales son células polarizadas que expresan microvellosidades y cilio
mayor hacia el interior de los limenes foliculares. En estas micrografias de microscopia electronica
de transmision obtenidas de la hipofisis anterior de rata, se observa en la imagen A a CFE’s epiteliales
con microvellosidades en la cara apical de la membrana y en la imagen B ademas, un cilio mayor
cortado transversalmente con su caracteristica forma similar a una rueda de carreta (MV =

microvellosidades, Nuc = ntcleo, UO = unién oclusora. Vila —Porcile 1972).

3.4 Funciones de las CFE

Las CFE foliculares también expresan al canal de Na" epitelial (ENaC) y canales de
CI" (CFTR) pues las obtenidas de cultivos primarios de bovino, expresan corrientes

de corto circuito sensibles a amilorida, ouabaina y DPAC (un inhibidor de canales de
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cloro) (figura 9. Ferrara et al. 1987,1988; Rogan et al. 2010). En otros trabajos se
demostro que las CFE expresan al intercambiador de Na'/H" NHE2 y que los ratones
modificados genéticamente para que no lo expresen, desarrollan lumenes (L)
foliculares mayores (figura 10. Miller et al. 2011), resultado de un transporte
transepitelial defectuoso. Por otro lado, los nifios con fibrosis quistica, ademas de la
deficiencia en el transporte de Cl a través del canal CFTR, tienen una talla menor
causada por una menor secrecion de la hormona de crecimiento (Rogan et al. 2010).
Todo lo anterior indica que el transporte transcelular de iones y agua en las CFE, de

alguna forma modula la secrecion de las células granulares.

Desde la primera ocasion en que se observo a las CFE, se detectaron
lisosomas abundantes en su citoplasma y se especuld que debian de tener una intensa
actividad fagocitica de limpieza (scavengers). Esta actividad ha sido demostrada en la
hipofisis anterior de ratas con la observacion, por microscopia electronica, de cuerpos
apoptoéticos dentro de las CFE (figura 11. Drewett et al., 1993). Lo que no sabemos es

qué poblacion de CFE ejerce esta funcion.

Como se observa en la figura 4, las CFE podrian formar una red
tridimensional que soporte a las células secretoras y, dado que secretan factores de
crecimiento como el de fibroblastos (FGF. Ferrara et al. 1987) y el vascular endotelial
(VEGF. Gospodarowicz y Lau 1989) y citocinas como la interleucina 6 (IL6. Lohrer
et al. 2000; Spangelo et al. 1991; Vankelecom et al. 1989), también podrian ser
proveedoras de dichos factores tanto para las células granulares como para las células
endoteliales, modulando la secrecion hormonal de las primeras y la proliferacion y
permeabilidad de las segundas (figura 12. Arzt et al. 1999; Denef 2008; Hentges ef al.
2000; Sosa et al. 2013).
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Figura 10. Las CFE epiteliales ingresan Na* al interior de la célula y expulsan CI' ¢ H* al lumen
folicular. La presencia de una corriente de Na* de corto circuito sensible a amilorida en la cara apical
de las CFE epiteliales, indica la expresion del ENaC, dicha corriente se abate al 100% cuando se inhibe
a la bomba de Na*/K* ATPasa con uabaina (A). Una corriente de Cl- de corto circuito aumenta al retar
a las CFE con isoproterenol en su cara basolateral y se abate al adicionar al medio apical acido
carboxilico difenilamina (DPAC) un antagonista de los canales de CIl™ entre los que se encuentra el
CFTR (B y C). Como se indica en el texto, las CFE epiteliales expresan en su dominio apical al
intercambiador de Na*/H" NHE2, de tal manera que los ratones modificados genéticamente para que
no lo expresen, desarrollan limenes foliculares mayores como se observa en la imagen D (raton
silvestre) en comparacion con la imagen E (ratdn transgénico; Ferrara ef al. 87 y 88; Miller et al. 2011,

Rogan et al. 2010).
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Figura 11. Las CFE son células “scavenger”. En la micrografia obtenida por microscopia
electronica, se delinea con rojo a una CFE, dentro de la cual se observa a una célula granular
(CG) en apoptosis (flecha roja) lo cual indica que las CFE son células con fagocitosis de

limpieza o células “scavenger” (Drewett et al. 1993).

Las CFE se contactan entre si con uniones intercelulares (ver abajo) y
soportan agrupaciones de células enddcrinas en forma de cordones. Las CFE
modulan a las secretoras de diversas maneras. Se sabe que las CFE hacen
contactos con los vasos sanguineos (Cardell 1969; Inoue et al. 1999) y que
regulan la proliferacion y permeabilidad de las células endoteliales a través de
la secrecion del VEGF y FGF (Gospodarowicz y Lau 1989). Se ha sugerido que
las CEF también pueden recibir mensajes quimicos de los vasos sanguineos y
transferir esta informacién a las células secretoras para modular la secrecion
hormonal (Denef, 2008). Las CFE forman una red de comunicacion a través de
sus uniones comunicantes, lo que permite que se transmitan ondas de calcio a lo
largo del tejido para sincronizar su actividad y, a través de la secrecion de
factores y la regulacion de las concentraciones ionicas, participar en la
sincronizacion de la secrecion hormonal de las células secretoras (Fauquier et
al., 2001; Denef, 2008; Shirasawa et al., 2004). Estas uniones comunicantes se

forman de conexina 43 (Devnath e Inoue, 2008; Shirasawa et al., 2004). Hoy en
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dia se acepta ampliamente que las células FE juegan un papel importante en la

comunicacion interna de la glandula (figura 13).

| Cortltad ropas

Figura 12. Las CFE modulan la liberacién hormonal. En el dibujo se representa a una CFE (verde)
que ante el estimulo de la citosina interleucina 1 (Il-1, azul) libera interleucina 6 (I11-6, azul), lo cual
promueve la secrecion de prolactina (café) y ACTH (morado). La ACTH a su vez, estimula en las
glandulas suprarrenales la sintesis de glucocorticoides (amarillo) que en las CFE ejercen un
mecanismo de retroalimentacion negativo al inhibir la liberacion de 11-6. Todo lo anterior en respuesta
al estrés. Las CFE también liberan factores de crecimiento como el VEGF, TGFp y FGF2 (rojo),
expresando receptores para TGFP en un mecanismo de control autdcrino. E1 VEGF y FGF2 modulan
la proliferacion y permeabilidad de las células endoteliales (region superior izquierda en rojo y gris,
formando un vaso capilar fenestrado. Arzt et al. 1999; Denef 2008; Ferrara et al. 1987; Gospodarowicz
y Lau 1989; Hentges et al. 2000; Lohrer et al. 2000; Sosa et al. 2013; Spangelo et al. 1991;
Vankelecom et al. 1989).
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Figura 13. Las CFE forman una red de comunicacion a lo largo de la hipéfisis anterior. En el

dibujo, los autores representan una red de CFE que recibe estimulos quimicos (rojo) de un cordon de
células granulares, transmitiendo esos estimulos a través de la red de CFE que al final modula la
secrecion hormonal (azul) de otro cordon de células granulares. Esta propuesta se basa en el hecho de
que las CFE forman una red acoplada por uniones comunicantes que permite transmitir segundos
mensajeros los cuales promueven la liberacion de Ca®" en la célula contigua. E1 modelo podria explicar
la liberacion coordinada de hormonas como la GH que se presenta en la hipéfisis anterior (Hodson et

al.2011).

Ademas, las CFE producen fibronectina (figura 14. Liu et al, 1989) e
inhibidores de metaloproteasas (Denef, 2008; Devnath e Inoue, 2008; Inoue et al,

1999), lo que sugiere que son moduladoras de la matriz extracelular.

En resumen las CFE modulan la secrecion hormonal, la permeabilidad y
proliferacion del endotelio vascular y la matriz extracelular. Las CFE epiteliales
compartamentalizan el tejido, transportan iones y agua por la via transcelular y
regulan la secrecion hormonal al manejar el contenido i6nico del espacio extracelular

de las células granulares.
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Figura 14. Las CFE modulan la matriz extracelular. En las micrografias de cortes histologicos
seriados de la hipofisis anterior, se observa la expresion de fibronectina, una proteina de matriz
extracelular, marcada con peroxidasa de rabano (marcas negras en A) en CFE identificadas por la
proteina S100f (en negro en B), proteina a la que se describira mas adelante. Las flechas sefialan a las

mismas células (Liu ez al. 1989).

3.5 Identificacion de las CFE

Las CFE expresan a la proteina S100f distintiva de las células gliales diferenciadas.
La S100pB se expresa principalmente en el citoplasma y ocasionalmente en el nucleo
de las CFE, y a nivel tisular a todo lo largo del parénquima glandular, delineando
pequefios limenes o en delgadas prolongaciones citoplasmaticas que corren entre las
células secretoras o delinean la hendidura hipofisiaria (Figura 15; Ishikawa et al.

1983; Nakajima ef al. 1980; Cocchia et al. 1980).
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Figura 15. Las CFE se reconocen en la hipofisis anterior por expresar exclusivamente a la
proteina S100f. En los cortes histologicos de la figura, se observa la expresion de la proteina S100p a
lo largo del parénquima de la hip6fisis anterior (imagen panoramica A) en las células estelares
aparentemente aisladas y con grandes prolongaciones citoplasmaticas (inserto B) o en las células
agrupadas alrededor de lumenes (inserto C). En la ampliacion de la imagen D se observan CFE
alrededor de un lumen y expresando a la proteina S100p (Cocchia et al. 1980; Nakajima et al. 1980.

MV= microvellosidades).
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S100B es una proteina acida de 11 KDa, exclusiva de los vertebrados,
miembro de la familia S100 que incluye a 25 miembros con el dominio de uniéon a
Ca?" EF-mano, (EF-hand; figura 16), que a su vez pertenece a la superfamilia de
proteinas entre las que destaca la calmodulina (Donato et al. 2009). La S100p,
usualmente en forma de homodimeros (figura 16 y 17; Donato 2001; Donato et al.
2009; Santamaria-Kisiel et al. 2006) se expresa en astrocitos, oligodendrocitos
maduros, adipocitos, células epiteliales renales, progenitoras neurales y en las CFE
(Arcuri et al. 2002; Donato et al. 2009; Nakajima et al. 1980). La union de dos
moléculas de Ca?" al dominio EF-mano de la S100B cambia la conformacién de la
proteina e induce su dimerizacion y activacion. El cambio conformacional deja
expuesto un sitio hidrofébico que interactia con una gran variedad de proteinas, entre
las que se encuentran la tubulina, filamentos intermedios tipo III, como GFAP y
vimentina, y proteinas que modulan la polimerizacion de la actina, entre otras. Esta
interaccion induce cambios en la actividad de las proteinas blanco modulando la
transcripcion (Donato 2001; Onions et al 1997), proliferacion (Donato 2001;
Selinfreund et al. 1990) y diferenciacion celular (Onions et al. 1997; Raponi et al.
2007). De manera mas especifica, la S100p participa en la homeostasis del Ca®" y las
sefiales que dependen de ella (Donato 2001; Marsili et al. 1992), la dinamica de
formacion de los microtibulos, microfilamentos y filamentos intermedios tipo III
(Donato 2001; Sorci et al. 1998), asi como la actividad de varias enzimas y el
metabolismo (Donato 2001; Landar et al. 1996; Zimmer et al. 1986). La S100f3
regula la fosforilacion de proteinas, por ejemplo, en el caso de la proteina acida
fibrilar glial (GFAP) la S1008 enmascara los sitios de fosforilacion de este filamento
intermedio inhibiendo su polimerizacion y promoviendo su despolimerizacion (figura

17. Baudier et al. 1987; Donato 2001; Frizzo et al. 2004).

Ademas, se conoce que las CFE y los astrocitos liberan a la S1003 al medio
extracelular (Ishikawa et al. 1983; Shashoua et al. 1984). Si bien se sabe poco sobre
las implicaciones funcionales de esta “secrecion”, existe evidencia substancial de que
ejerce efectos troficos o toxicos dependiendo de su concentracion. En

concentraciones nanomolares, la S100[ extracelular promueve la sobrevivencia de las
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neuronas (Bhattacharyya ef al. 1992; Huttunen et al. 2000), favorece el crecimiento
de las neuritas (Huttunen ef al. 2000; Van Eldik et al. 1991) y estimula la
proliferaciéon de los astrocitos (Gongalves ef al. 2000); en concentraciones
micromolares, induce la apoptosis tanto en neuronas (Hu et al. 1996; Huttunen et al.
2000) como en astrocitos (Hu et al. 1996) al estimular a los receptores de los

productos finales de la glicocilacién avanzada (RAGE por sus siglas en inglés).

Bisagra

EF-1
EF-2

Figura 16. Diagrama que representa la estructura de un dimero de proteinas S100. Los
mondmeros de proteinas S100 se representan en azul y naranja. Cada monémero de S100 esta
formado por dos dominios de unidn a calcio hélice-asa-hélice llamados mano-EF (EF-hand),
unidos por una region bisagra. El dominio N-terminal esta formado por las hélices HI y HII
unidas por el asa L1. Este dominio es diferente al dominio canénico mano-EF por lo que se le
ha llamado S100 especifico o pseudo mano-EF (EF-1). Mientras que el dominio C-terminal
(HIII y HIV unidos por el asa L2) esta formado por el motivo canénico mano-EF (Heizmann e?

al. 2002).
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Figura 17. Esquema de las funciones de las S100p3. Las diferentes proteinas S100 tienen una
expresion tejido especifica. La S100p3 se expresa principalmente en células gliales y se encuentra
formando homodimeros (naranja) que en presencia de calcio (circulos azules), expone sitios
hidrofébicos que le permiten unirse a sus proteinas blanco (triangulos amarillos) impidiendo de forma
estérica que estas moléculas sufran modificaciones postraduccionales como las fosforilaciones.
Ademas de regular la homeostasis de Ca*", la S100B modula el citoesqueleto al unirse a tubulina, a
proteinas ABP como CapZ y FI's de tipo III como vimentina y GFAP. En el caso de los FI's, S100p3
induce su despolimerizacion e inhibe su polimerizacion por impedimento estérico de cinasas (Ralton et

al. 1994; Santamaria-Kisiel et al. 2006).
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Dos blancos importantes de S100B en los astrocitos son la proteina acida
fibrilar glial (GFAP) y la vimentina, proteinas que forman filamentos intermedios.
La GFAP es caracteristica de la neuroglia y su expresion se regula por la propia
S100B (Frizzo et al. 2004; Hofler et al. 1984). Estos hechos llevaron a sugerir que
las CFE también podrian expresar a la GFAP y vimentina. Los trabajos en donde se
abordo esta sugerencia mostraron que, en efecto las CFE son las tnicas células de la
hipofisis anterior que expresan a la GFAP (figura 18. Sorci ef al. 1998; Velasco et
al. 1982). Las CFE también expresan a la vimentina (Marin et al. 1989), en células
que rodean limenes pequeiios (Figura 19; Cardin ef al. 2000; Avila-Rodriguez et al.

2016; Hofler et al. 1984).

Los filamentos intermedios (FI) son uno de los principales componentes del
citoesqueleto de las células de vertebrados y estan estrechamente asociados al
mantenimiento de la forma celular por lo que son cruciales en la determinacion del
fenotipo celular. Miden 10 nm de didmetro, se forman de dimeros paralelos
superenrollados de proteinas filamentosas con colas y cabezas globulares con sitios
de fosforilacion que regulan la organizacion de la proteina en filamentos y su
expresion sitio especifica. Los polimeros de FI se asocian progresivamente en
dimeros, tetrameros y protofilamentos, cuatro de éstos forman un filamento maduro
(Figura 20; Parry et al. 2007). En mamiferos hay al menos 70 genes que codifican
para proteinas de FI que se expresan de manera tejido especifica y se clasifican en
cinco grupos. El grupo III se caracteriza por formar homo y heteropolimeros e
incluye a la GFAP que se encuentra en las células de la glia, la vimentina tipica de
los fibroblastos, la periferina que esta presente en las neuronas y la desmina en las
células de musculo esquelético (Eriksson et al 2009; Iwatsuki et al. 2010;

Kornreich ef al. 2015).
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18. Las CFE estelares expresan al
filamento intermedio de células
gliales GFAP. En las micrografias
de cortes histologicos de la hipofisis
anterior, se marcO con anticuerpos
anti GFAP y peroxidasa a este
filamento intermedio, observandose
que se expresa en células aisladas
con largas prolongaciones
citoplasmaticas (Hofler et al. 1984;
Velasco et al. 1982).



Figura 19. La vimentina se expresa en las CFE epiteliales y no en los vasos sanguineos. El

filamento intermedio vimentina se expresa tipicamente en las células mesenquimales, algunos tipos de
células gliales, en la mayoria de las células endoteliales; en la hipofisis anterior se expresa en algunas
CFE epiteliales (A) sin embargo, no en las células endoteliales (B) como muestran este par de
micrografias de cortes histologicos. Las imagenes no muestran la distribucion de esta proteina en la

glandula (Avila-Rodriguez et al. 2016; Marin et al. 1989).

La fosforilacion en sitios especificos del dominio amino terminal de la
vimentina, bloquea la polimerizacion e induce el desensamble de los filamentos
preexistentes (Chou et al. 1991; Inagaki et al. 1987; Sihag et al. 2007). Por otro lado,
se han descrito sitios probables de fosforilacion que promueven el efecto contrario, es
decir, la polimerizacion y formacion de filamentos (Eriksson ef al. 2004; Sihag et al.
2007). De igual manera, el dominio amino terminal de la GFAP tiene sitios de
fosforilacion que estan implicados en el ensamble y desensamble del FI, permitiendo
que el astrocito presente una gran plasticidad (Eng et al. 2000; Frizzo et al. 2004;
Inagaki et al. 1994; Sihag et al. 2007).
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Figura 20. Estructura y polimerizaciéon de los filamentos intermedios III. En A el dibujo
representa la estructura comun de los FI III como GFAP y vimentina formada por un dominio central
a-hélice y flanqueada por dos dominios no a-hélice, el dominio cabeza en el extremo N-terminal y el
dominio cola en el C-terminal. En el dominio cabeza se encuentran residuos de serina y treonina,
blancos de fosforilacion que producen cambios conformacionales que permiten la polimerizacion de
estas proteinas. En particular en GFAP, cerca del dominio central se localiza la secuencia de una caja
RP (RP box: RLSL-RM-PP) blanco de la Ca?*/calmodulina, proteina cinasa II (CaMKII) y de la S100B
que impide estéricamente que actie la CaMKII. La imagen de listones B, muestra como se forman los
dimeros y tetrdmeros con los que se inicia la polimerizacion de los FI's. Las uniones que forman los
FI’s, los convierten en el elemento mas estable del citoesqueleto (Kreplak et al. 2004; Ralton et al.

1994).

Los ratones con la GFAP abatida genéticamente tienen un desarrollo,
reproduccion y esperanza de vida normales, sin embargo, exhiben menos materia

blanca cerebral y su barrera hematoencefélica es mas permeable (Giménez y Ribotta
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et al. 2000). Ademas, la GFAP de los astrocitos aumenta su expresion en la
astrogliosis, un proceso provocado por dafio al tejido neural. Los astrocitos en la
astrogliosis recobran la capacidad de expresar a la vimentina, su ntcleo se hipertrofia
y, en algunos casos, el tejido desarrolla hiperplasia (Eng et al. 2000). Por otro lado,
en c¢lulas poco diferenciadas, como la linea celular de glioblastoma C6 que expresa
tanto marcadores neurales como a la GFAP, cuando se retan con drogas que
estimulan a la adenilato ciclasa, como la forskolina, disminuyen la expresion de las
proteinas neurales y aumentan la de GFAP (Salero-Coca et al. 1995; Segovia et al.

1994).

La vimentina es un componente de los FI tipicos de las células mesenquimales
y una proteina altamente conservada entre las especies. Los ratones a los que se les ha
abatido genéticamente esta proteina, se desarrollan y reproducen normalmente y
tienen una esperanza de vida normal. No obstante, sus células gliales pierden sus
ramificaciones y se atrofian. Estos ratones tardan mas tiempo en reparar sus heridas,
porque sus fibroblastos y células mesenquimaticas migran mas lentamente que las de
los ratones normales, y también presentan una disminuciéon en el proceso de
extravasacion de los leucocitos y se pierde la barrera del endotelio vascular (Colucci-
Guyon et al. 1994; Eckes et al. 1998; Galou et al. 1996). La vimentina organiza
proteinas involucradas en migracion (Eckes et al. 1998; Ivaska ef al. 2007; Nieminen
et al. 2006), adhesion (Calderwood 2004; Ivaska et al. 2007; Kottke et al. 2006) y
sefalizacion celular (Ivaska et al. 2005; Ivaska ef al. 2007; Runembert et al. 2002) e
interactua con ellas a través de sus dominios amino y carboxilo terminales con
abundantes sitios de fosforilacion por cinasas diversas. Cada tipo de cinasa participa
en funciones especificas como la mitosis, diferenciacion y respuesta al estrés (Ivaska

et al. 2007).

En el desarrollo temprano, la vimentina constituye los FI de los astrocitos

inmaduros y la glia radial (Figura 21; Bignami ef al. 1982; Galou ef al. 1996). Poco
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después, alrededor del nacimiento, la GFAP comienza a expresarse y coexiste
brevemente con la vimentina. Cuando los astrocitos maduran, la GFAP substituye a
vimentina (esquema de la figura 21. Galou et al. 1996; Pixley et al. 1984; Schnitzer et
al. 1981). Una substitucion parecida acontece en los cultivos primarios de astrocitos
(figura 21 A-D. Galou et al. 1996), sin embargo, algunas células, por ejemplo los
astrocitos fibrosos, tanicitos, de la glia de Bergmann, de Schwann, precursoras gliales
y las que se encuentran en gliosis reactiva, expresan simultdneamente a la GFAP y la
vimentina (figura 21 E y F). En todas estas células la vimentina es necesaria para que
la GFAP polimerice adecuadamente (Galou et al. 1996). Es necesario investigar si
este mismo proceso de la substituciéon de la vimentina por la GFAP también se

presenta en las CFE.

La astrogliosis se caracteriza por la pérdida de arborizaciones como resultado
del desensamble de los filamentos de GFAP, el aumento de la cantidad de S100P y la
liberacion de factores tréficos neuroprotectores que luego favorecen la respuesta
inflamatoria. Los astrocitos entonces adquieren una forma alargada, migran a la zona
del dafio para proliferar y sanar la herida y es en este sitio donde la célula glial
recupera la expresion de la GFAP filamentosa. Cuando se tifie a la GFAP en el sitio
de la lesion se observa una zona rica en c€lulas gliales con expresion elevada de este
filamento intermedio (Brozzi et al. 2009; Donato et al. 2009; Frizzo et al. 2004; Sorci
et al. 1998).
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Figura 21. Relacion de vimentina y GFAP con el desarrollo y la forma de las células
gliales. Como se narra en el texto, en el dibujo A, se observa el desarrollo de los astrocitos y
su expresion diferenciada de FI. Las micrografias de fluorescencia muestran cultivos
primarios de astrocitos de raton (B-E) que expresan vimentina y GFAP (B y C) y como se
modifica la polimerizacion de GFAP cuando se abate a vimentina (D y E). F y G son cortes
histologicos de corteza de raton donde con anticuerpos fluorescentes se marcé a vimentina y

GFAP en la glia de Bergmann (Galou ef al. 1996; Raponi ef al. 2007).

Si se bloquea la expresion de la S100B en las células de astroglioma de la
linea GL15 y las células de Miiller MIO-M1, se observa que se desensamblan las
fibras de estrés, aumenta la actina cortical, las células adquieren una forma estelar,

aumentan los filamentos intermedios de GFAP y las células reducen su migracion y
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proliferacion (Figura 22; Brozzi et al. 2009). Seria muy importante investigar si las

CFE responden de la misma manera que los astrocitos cuando disminuye S100p.

Linea celular GL15, astrocitoma

CONTROL S100B siRNA

GFAPI/DAPI

Figura 22. Relacion entre las proteinas S100B y GFAP. Esta relacion se pone de manifiesto en estas
imagenes de la linea celular GL15 de astrocitoma donde el 13% de las células expresan a la GFAP y
tienen forma extendida sobre el sustrato, mientras que si se abate la expresion de S100B con un
siRNA, las células que expresan a la GFAP aumentan al 61% y adquieren una forma estelar (Brozzi et
al. 2009).
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3.6 Las células de la hipéfisis anterior expresan diferentes cadherinas.

Las cadherinas constituyen una superfamilia de 12 familias tentativas de receptores
transmembranales de adhesion celular dependiente de Ca?>" que comparten la
caracteristica de tener el dominio cadherina (EC). Las cadherinas se expresan de
manera especifica en distintos tejidos y en diferentes fases del desarrollo. La familia
mas abundante es la de las protocadherinas, pero la mejor conocida es la de las
cadherinas clasicas que se subdivide en las de tipo I y II. Las de tipo I tienen cinco
dominios EC y un dominio intracelular muy parecido entre si. Tienen ademas un
“predominio” caracteristico antes del primer repetido y, en éste tltimo, un triptéfano
esencial para la union. Esta familia incluye a la cadherina epitelial o E-cadherina,
también llamada uvomorulina, la placentaria o P-cadherina, la neural o N-cadherina y
la R-cadherina. Las de tipo II se caracterizan porque su predominio es mas pequefio
que el de las cadherinas tipo I, su primer dominio repetido tiene dos triptofanos
esenciales y su dominio intracelular es distinto. Este tipo incluye, por ejemplo, a las
cadherinas de la -5 a la -11. El dominio intracelular de las cadherinas clédsicas une a
un grupo de tres proteinas llamadas o—, f— y p120 cateninas (Hirano y Takeichi
2012; Patel ef al. 2003). La a-catenina une a las cadherinas con el citoesqueleto del
anillo cortical de actina (Aberle et al. 1996), la B-catenina forma parte de la unioén
adherente pero también es una proteina crucial en la ruta de sefializacion WNT
(Brembeck et al. 2006) y la p120-catenina es una proteina reguladora de la misma
union (Hong et al. 2016). El dominio extracelular de una cadherina, se une al de la
célula vecina que, en la gran mayoria de los casos, debe ser del mismo tipo, razon por

la que la union celular se denomina homotipica (Hirano y Takeichi 2012).

Las células secretoras de hormonas de ratas adultas expresan N-cadherina
(Chauvet et al. 2009; Kikuchi et al. 2006), mientras que las CFE que forman al
foliculo expresan E-cadherina (figura 23. Chauvet et al. 2009; Kikuchi et al. 2006).
Las células adenohipofisiarias durante el periodo de desarrollo temprano coexpresan
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E y N-cadherinas, pero ya maduras, solo su a cadherina correspondiente (Kikuchi et

al. 2007).

ECadherina A ECadherina/S100p3

Figura 23. Las uniones adherentes de las CFE epiteliales estan formadas por E-cadherina. En las
micrografias de fluorescencia se observa a las CFE identificadas por la S100p (B) rodeando un lumen
y expresando a E-cadherina (A). Las CFE fuera del lumen, probablemente las estelares, no expresan E-

cadherina (Chauvet et al. 2009).

Asi pues, las CFE se pueden identificar en el tejido adenohipofisiario de la
rata adulta porque la mayoria expresa S100B, ademads, algunos subtipos también

expresan a la GFAP, y en el foliculo estas expresan a la E-cadherina y a la vimentina.

3.7 La heterogeneidad de las CFE

Las CFE son en realidad una poblacion de la que se desconoce su grado de
heterogeneidad, funcion y origen. Vila-Porcile (1974) describi6 a las CFE como

“foliculares” y “estelares”, pero mostrando que pueden ser dos poblaciones
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diferentes. Allaerts y Vankelecom (2005), clasificaron a las CFE en tres
subpoblaciones: las CFE similares a las células inmunes dendriticas, identificadas por
su expresion del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) clase II y por la
secrecion de I1-6; las CFE similares a astrocitos, las cuales expresan a la GFAP, y las
c¢lulas CFE epiteliales, las cuales se distinguen por su caracteristica morfoldgica

epitelial y por la expresion de las keratinas 8-18.

Horiguchi et al. (2014), en ratas transgénicas que expresan al gen de la
proteina verde fluorescente bajo el control del promotor de la proteina S100p,
identificaron dos subpoblaciones de células FE en cultivos de 72 horas de evolucion:
unas aplanadas, con grandes procesos citoplasmaticos, que rodean agregados de
células secretoras de hormonas y otro grupo de CFE redondas, localizadas dentro de
agregados de células secretoras. Por su diferente afinidad a la matriz extracelular, en
particular a la laminina, pudieron aislar ambas poblaciones y caracterizarlas. De tal
manera que demostraron que las células aplanadas expresan abundantemente a los
ARN mensajeros para la vimentina y la GFAP, y las redondas a los ARN mensajeros
para la I1-6, el receptor del sistema de complemento y el fibrindgeno Cd11b, que son
marcadores de células dendriticas inmunoldgicas. Estos hallazgos sugieren que, en
esas condiciones de cultivo, las células aplanadas corresponden a las células FE con
caracteristicas gliales astrociticas y las redondas representan a la poblacion de células
FE similares a células dendriticas inmunoldgicas (figura 24) de acuerdo a la
clasificacion de Allaerts y Vankelecom (2005), quedando por esclarecerse si en la

primera poblacion también se encuentran las CFE epiteliales.
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Figura 24. Expresion de dos poblaciones de CFE. Imagen de fluorescencia de un cultivo de CFE de
la hipofisis de rata, donde las células estan identificadas y seleccionadas por la proteina verde
fluorescente acoplada a la S100B (S100B/GFP en A) donde se observan dos fenotipos de células FE:
redondas (cabezas de flecha) y extendidas con procesos citoplasmaticos (flechas). En B, C y D se
muestra la expresion diferenciada entre estos fenotipos de CFE de diversos ARN mensajeros (Vim =

vimentina. I16 = interleucina 6. Horiguchi et al. 2014). Barra = 100 pm.
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En resumen, partiendo de los fenotipos de CFE descritos por Vila-Porcile
(1974), Allaerts y Vankelecom (2005) proponen la existencia de un tercer fenotipo
con base en las proteinas que expresan. Horiguchi y su grupo (2014) describen dos
subpoblaciones en cultivo primario de rata, por microscopia electronica se distinguen
dos poblaciones de CFE, las estelares y las epiteliales. Las estelares expresan
proteinas tipicas de células gliales astrociticas como la S100p y la GFAP, pero no se
sabe si también expresan a la vimentina. Sin embargo, dadas las caracteristicas
similares de estas células con las de los astrocitos, esperamos que coexista en ellas la
expresion de estas proteinas en el desarrollo de la glandula o durante los procesos de
remodelacion que esta presenta. Las CFE epiteliales, se reconocen por la expresion de
S100pB, vimentina y E-cadherina y no sabemos si expresan también a la GFAP (lo
cual no podemos descartar), ni cudles claudinas se encuentran en sus UO’s, aunque
esperamos que, dados los antecedentes aqui planteados, se exprese una claudina de
barrera, y proponemos a la cldn4. Ademas, es posible que existan subpoblaciones, por
ejemplo de células estelares que expresen o no vimentina, o células epiteliales que

expresen 0 no GFAP. Caracterizar dichas subpoblaciones es un trabajo que requiere

investigacion en animales, cultivos primarios y lineas celulares (Figura 25).

Figura 25. Poblaciones de CFE y proteinas que las identifican. La explicacion de esta figura se

encuentra en el texto.
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En esta tesis proponemos abordar lo siguiente:

4. Problema

¢ Cudntas subpoblaciones de CFE existen en la hipdfisis anterior de rata

adulta y en que proporciones se encuentran?

5. Hipétesis

Existen mas de tres subpoblaciones de CFE: dos o mas estelares y dos

epiteliales. Las células epiteliales son las mas abundantes y expresan una claudina

de barrera.

Figura 26. Hipétesis grafica. Suponemos que al menos existen las cinco subpoblaciones de CFE enumeradas
en el esquema, en base a la forma y combinacion de sus marcadores proteicos. Por ejemplo la diferencia en el
numero de células que expresan a la S100B y la GFAP nos permite hipotetizar que existen dos subpoblaciones
de CFE estelares, mas una que expresa a la vimentina; misma proteina que distingue a una subpoblacion de

CFE epiteliales.
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6. Objetivo General

Identificar a las diferentes subpoblaciones de CFEs y medir en qué

proporciones se encuentran.

7. Objetivos Especificos

1.  Identificar a las subpoblaciones de CFE que expresan a la GFAP y/o a la S1008

y medir su proporcion en el tejido adenohipofisiario.

2. Demostrar que existe una subpoblacion de CFE estelares que expresa

vimentina.
3. Investigar si las CFE epiteliales expresan cldn4 y en qué proporcion.

4.  Investigar en la glandula hipofisis anterior qué otras claudinas (cldns) se

expresan.

8. Material y métodos

8.1 Animales

Se usaron ratas hembras de 14 y 90 dias de edad de la cepa Wistar criadas en la
unidad de protecciébn y experimentacion de animales de laboratorio (UPEAL-
CINVESTAYV). Los animales tuvieron ciclos de luz y obscuridad de 12 horas con

agua y alimento ad libitum.
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8.2 Glandulas hipdfisis

Se sacrifico a los animales por decapitacion, se disecd por planos la cabeza y se
obtuvo la hipodfisis. Para obtener cortes de tejido, la glandula se sumergié en
paraformaldehido al 4% (Sigma Aldrich, EE.UU) diluido en una solucién salina
amortiguadora a base de fosfatos (PBS: NaCl 130 mM, KCI 3 mM, Na,HPOs4 8.1
mM, KoHPO4 1.5 mM, pH 7.4) por 4 horas a temperatura ambiente (TA). Una vez
terminado el periodo de fijacion, las glandulas se colocaron en una solucion de
sacarosa al 20% (Merck Sharp & Dohme Corp, Alemania) en PBS a 4°C durante 24
horas. Al término del tiempo, se cubrid el tejido con un medio de inclusion para
cortes congelados (Tissue-Tek, O.C.T. Compound, Japan). El tejido se cortod
obteniéndose secciones seriadas de tejido de 8 um de grosor en un microtomo (Leica
CM1520, Alemania) a -20°C y se colocaron en un portaobjetos cubierto con 3-

aminopropyltriethoxy-silane (Sigma Aldrich, EE.UU).

8.3 Cultivo Celular

Para obtener el cultivo primario de las células de hipofisis anterior, en condiciones de
esterilidad, se separd la hipofisis posterior desechdndola, mientras que la
adenohipofisis se cortd en cuatro pedazos. Las fracciones de tejido se procesaron
enzimaticamente con colagenasa tipo 2, al 0.1% (Worthington EE.UU.), en medio de
cultivo 199 (Gibco, EE.UU) durante 45 min a 37°C, seguido de una segunda
digestion de 5 min con tripsina al 0.1% (Sigma Aldrich, EE.UU.), a 37°C disuelta en
PBS adicionado con EDTA al 0.3% (Research Organics Inc., EE.UU.). Después de
este tratamiento, las fracciones de tejido se incubaron con inhibidor de tripsina de
soya 0.1 mg/ml (Gibco, EE.UU.), y deoxirribonucleasa I 63.3 pg/ml (DNasa,
Worthington Biochemicals, EE.UU.) disueltas en medio de cultivo. La composicion

del medio de cultivo fue: medio de cultivo 199, 950mg/100ml (Gibco EE.UU.),
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HEPES 2.4 mg/ml (Sigma-Aldrich, EE.UU.), con bicarbonato de sodio 0.6 mg/ml
(NaHCO3, Merck Sharp & Dohme Corp, Alemania), pH 7.4. La solucién celular se
centrifug6 a 800 rpm descartando el sobrenadante y se suspendid la pastilla en medio
de cultivo. Las células se disociaron mecanicamente ocupando una pipeta Pasteur,
hasta observar al microscopio células aisladas y cumulos de hasta 10 células como
maximo. Las células se cultivaron en cajas Petri de 60 mm de didmetro o en
cubreobjetos de vidrio de 10 mm de didmetro, ambos cubiertos con una solucion de 3
mg/ml de coldgena I/I11 (Boehringer Mannheim GmBH, Alemania) a razén de 1 x 10°
células por caja Petri y 90, 000 células por cubreobjeto y se mantuvieron con medio
199 adicionado con suero bovino fetal 2% (Equitec-Bio, EE.UU.) mas ITS (insulina
0.0lmg/ml, transferrina 0.055 mg/ml y selenito de sodio 0.005 mg/ml; Sigma-
Aldrich, EE.UU.) y antibidtico 1% (10,000 Ul/ml penicilina y 10,000 pg/ml
estreptomicina) a pH 7.4, de acuerdo al trabajo de Luo ef al. 2006 y en condiciones

estandar de cultivo. El medio de cultivo fue reemplazado cada tercer dia.

8.4 Inmunohistoquimica de fluorescencia

Las secciones de tejido congeladas de 8 um de grosor se descongelaron y
rehidrataron en PBS 0.1 M durante 30 min a TA; para ser permeabilizadas
posteriormente con etanol 70% (J.T. Baker EE.UU.) a -20°C durante 1 min y Triton
X-100 0.2% (Sigma-Aldrich, EE.UU) en PBS durante 30 min a TA. Para bloquear la
unioén inespecifica de los anticuerpos, el tejido se tratd con cianoborohidruro de sodio
0.2% (NaBH3CN; Sigma-Aldrich, EE.UU.) por 10 min a TA y con albumina libre de
IgG’s 1% (Jackson InmunoResearch, EE.UU.) por 30 min a TA. Posteriormente, los
tejidos se incubaron con los respectivos anticuerpos primarios durante toda la noche a
4°C y enseguida se hizo la incubacion con los anticuerpos secundarios durante 2 hrs a
TA. Para tefiir los nucleos se utilizdo 4',6-diamino-2-fenilindol 1um/ml (DAPI,

Molecular Probes, Life Technologies; EE.UU.) por 5 min a TA. Se monto6 el tejido y
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se observo en un microscopio confocal (Leica TCS SP8, Alemania) y las imagenes

obtenidas se analizaron utilizando los programas FIJI de ImageJ y GIMP 2.8.

8.5 Inmunocitoquimica

Las células se lavaron con PBS a 37°C para en seguida fijarlas y permeabilizarlas con
paraformaldehido 3.5% (Sigma-Aldrich, EE.UU.) y Triton al 0.1% (Sigma-Aldrich,
EE.UU.) en PBS por tres minutos a TA y se continu6 el proceso de fijacion con
paraformaldehido 3.5% en PBS, por 20 min a TA. Posteriormente, para bloquear los
sitios de unién inespecifica de los anticuerpos, las células se trataron con
cianoborohidruro de sodio al 0.2% (NaBH3CN; Sigma-Aldrich, EE.UU.) por 10 min
a TA y con albumina libre de IgG’s 1% (Jackson InmunoResearch, EE.UU.) por 30
min a TA. En seguida, las células se incubaron con los diferentes anticuerpos
primarios utilizados en este estudio durante toda la noche a 4°C, en seguida se hizo
otra incubacion con anticuerpos secundarios acoplados a moléculas fluorescentes por
30 min a TA. Los nucleos se tifieron con DAPI por 5 min a TA. Las preparaciones se
montaron utilizando un medio acuoso protector de fluorescencia (Vectashiel, Vector
Laboratories, EE.UU.) para ser observadas en un microscopio confocal (Leica TCS
SP8, Alemania). Las imagenes obtenidas fueron analizadas utilizando los programas

F1JT de Image) y GIMP 2.8.

8.6 Western Blot

Una vez extraida la glandula, se corté en pedazos pequenos que se lisé con una
solucion RIPA:Triton X-100 al 1%, deoxicolato de sodio al 1% (Research Organics;
), SDS al 0.1% (Bio-Rad Laboratories, EE.UU.), NaCl 150 nM (Merck Sharp &
Dohme Corp, Alemania), TRIS 50 mM; Complete 4mM (Roche, Alemania); PMSF
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0.1 mM, ortovanadato de sodio 10 mM vy fluoruro de sodio 10 mM (el resto de los
reactivos Sigma-Aldrich, EE.UU.), incubando el tejido durante 10 min a 4°C para
después sonicarse por 3 seg a 30% de amplitud, en dos ocasiones (Sonic, Vibracell,
EE.UU.). La suspensiéon se centrifugd a 14000 rpm por 15 min a 4°C y el
sobrenadante se almacend a -70°C hasta su utilizacion. A las muestras se les
determind la concentracion de proteinas por el método de micro-Bradford (Bio-Rad,
Reino Unido) y se resuspendieron en una soluciéon amortiguadora Laemmli (SDS al
4%, glicerol al 20% y Tris HCI 125 mM, pH 6.8). Se colocaron en el gel muestras de
50 pg de proteina, para ser separadas por electroforesis en geles de poliacrilamida al
10% vy transferidas a una membrana de PVDF (0.45 mm, Millipore, Alemania). Las
membranas se incubaron en una solucion bloqueadora de leche libre de grasas al
0.5% mas Tween 20 al 0.2% (Sigma-Aldrich, EE.UU) en PBS durante 60 min a TA,
y posteriormente se incubaron con un anticuerpo primario durante toda la noche a
4°C. En seguida se realiz6 una incubacién con el respectivo anticuerpo secundario
conjugado con peroxidasa de rabano durante 30 min a TA. Las bandas de proteina se
evidenciaron ocupando el método de quimioluminicencia (Luminata Forte, Millipore,

USA).

8.7 RT-PCR

Para homogeneizar y extraer el ARN del tejido se utilizo el reactivo Trisol (Sigma-
Aldrich, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. E1 ARN total (5mg)
fue transcrito de forma inversa en ADN complementario (cDNA) utilizando la
transcriptasa reversa del virus de leucemia murina de Moloney (M-MulV, New
England Biolabs, EE.UU.). La expresion del ARNm de c/ldn4 y cldn2 fue estudiada
por la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) usando el
sistema de deteccion TagMan y el conjunto de reactivos Universal PCR MasterMix
(Applied Biosystem, Life Technologies, EE.UU.) en 2ul de cDNA. Las sondas
utilizadas fueron: para cldn4: el reactivo Rn01196224 sl con la sonda

43



ATTTAAGGTCTGTTCACAGCTGTAA; cldn2: el reactivo Rn02063575 sl1, con la
sonda: TTATAGTTCTTGTATGCGCATTTGT vy para la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa de rata (GAPDH) el cual fue usado como gen enddgeno, el reactivo
Rn01775763 gl con la sonda: AGGAGTCCCCATCCCAACTCAGCCC. Cada
muestra de cDNA fue analizada por triplicado. Las secuencias de ADN producto de
la PCR de cada muestra fueron detectadas por fluorescencia usando el sistema ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EE.UU.). El protocolo de PCR
se realizd a 95°C por 10 min, 95°C para 15 seg y 60°C por 1 min (40 ciclos). Los
resultados son el promedio de los ciclos en los que se detectd la amplificacion del

mRNA (CT) + la desviacion estandar.

8.8 Anticuerpos

Los anticuerpos y las concentraciones que se utilizaron en este trabajo, se muestran

en las siguientes tablas:

Anticuerpos Isotipo Concentracion Proveedor
Primarios

Anti S1008 Raton IgG 1:500 Sigma-
monoclonal Aldrich

Anti S100 Conejo IgG 1:250 Sigma-
policlonal Aldrich

Anti GFAP Raton IgG 1:300 Cell Signaling
monoclonal Tecnology
Anti GFAP Conejo IgG 1:400 Dako
policlonal

Anti Conejo IgG 1:50 Cell Signaling
Vimentina Tecnology
monoclonal
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acoplado a

Alexa 647

Anti Vimentina Raton IgG 1:200 Sigma-
monclonal Aldrich
Anti  Claudina Raton IgG 1:300 Invitrogen
4 monoclonal

Anti Actina Conejo IgG WB: 1:2000

monoclonal

Anticuerpo Isotipo Concentracion Proveedor
Secundario

Anti  conejo Burro IgG 1:400 Jackson
acoplado a (H+L) Immuno
fluoresceina Research
(FITC)

Anti raton Burro IgG 1:400 Jackson
acoplado a (H+L) Immuno
rodamina Research
(TRITC)

Anti raton Burro IgG Invitrogen
acoplado a (H+L)

Alexa  Fluor

555

Anti raton Burro IgG Invitrogen
acoplado a (H+L)

Alexa  Fluor

647
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Anti raton Cabra IgG Calbiochem
acoplado a (H+L)

peroxidasa

de rabano

Anti  conejo Burro IgG Pierce.
acoplado a (H+L) Thermo
peroxidasa Scientific
de rabano

9. Resultados

9.1 Identificacion de las subpoblaciones de CFE que expresan a la GFAP y/o a la

S100p y su proporcion en el tejido de la hipofisis anterior

Para verificar si existe mas de un fenotipo de CFE, comenzamos tifiendo cortes
histologicos con anticuerpos fluorescentes contra las proteinas S100p (en verde) y
GFAP (en rojo, los nucleos en azul. Figura 27). Las marcas fluorescentes para ambas
proteinas colocalizan entre si, se encuentran muy cercanas en la misma célula o se
expresan en células separadas (iméagenes panoramicas, a-d). Estos resultados
demuestran que existen células que expresan solo S100f (flechas en e y h), solo
GFAP (cabezas de flecha en fy h) y células que expresan ambas proteinas (flechas

vacias en g y h).
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Figura 27. Subpoblaciones de las CFE que expresan a la GFAP y a la S100.
Micrografias de fluorescencia de cortes de hip6fisis de rata adulta donde se marcéd en verde
a la proteina S100B (a, c, d, e, g, h) y en rojo a GFAP (b, c, d, f, g, h). Los nucleos se

tefieron en azul (d, h). Las imagenes a-d son panoramicas y e-h son magnificaciones. La

descripcion detallada se encuentra en el texto. Barra = 25 pum.

Para averiguar la proporcion en que se expresan estas poblaciones, contamos
las células de las distintas poblaciones en 10 diferentes campos de cuatro diferentes
ensayos. Los resultados se observan en la grafica de la figura 28, donde las células
que solo expresan S100P corresponden al 60 %, las que solo expresan GFAP al 20%
y las que expresan a ambas proteinas al 15% (el total de CFE se obtuvo sumando el
nimero de células de estas tres poblaciones). De tal manera que la S1003 es la
proteina mas abundante en las CFE, y las células que expresan a la GFAP, sola o

junto con la S100p, constituyen el 35% de las CFE en tejido.
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Figura 28. Poblaciones de CFE identificadas por S100B y GFAP en cortes de tejido de hipoéfisis
rata. Proporcion de células positivas para S100B3, GFAP o S100B y GFAP. El numero de células que
expresan una u otra proteina fueron contadas en diez diferentes campos de al menos cuatro diferentes
imagenes como la de la figura 21, obtenidas por inmunofluorescencia (CFE-T es el ntimero total de

CFE tomado como 100%). Los datos corresponden a la media =+ el error estandar (Garcia-Godinez et

al. 2014).

En la neuroglia, la GFAP se expresa, principalmente, en células con forma de
estrella (Galou ef al. 1996). En esta tesis se investigd si esto ocurre también en las
CFE. Para evidenciar qué forma desarrollan las CFE de la hipdfisis anterior que
expresan GFAP, se extrajeron y se cultivaron células de la hipofisis anterior en
cubreobjetos, luego se marcaron con anticuerpos fluorescentes contra la GFAP
(figura 29). Las células que expresan a la GFAP (verde) desarrollan en cultivo una
forma de estrella y expresan redes de filamentos citoplasmicos, tanto alrededor del
nucleo (azul) como en largas prolongaciones citoplasmaticas, de manera muy similar
a los astrocitos de la neuroglia. Este resultado demuestra que la poblacion de CFE que
expresa GFAP tiene caracteristicas de células gliales y permite plantear la posibilidad

de que ejecuten funciones similares y/o tengan un origen comun.
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Figura 29. En cultivo las CFE con GFAP tienen forma estelar. En un cultivo primario de
células de hipo6fisis anterior, estas se organizaron formando cimulos sobre una capa de células
planas. Hacia la parte superior del cimulo, a los diez dias de cultivo, se situaron CFE que
expresan a la GFAP de forma fibrilar alrededor del micleo y en largas prolongaciones
citoplasmaticas. Estas células se encuentraron agrupadas, formando una red y tenian forma

estelar (Barra =25 pum).

9.2 Subpoblacion de CFE estelares que expresan vimentina

Sabemos que en las células gliales algunas proteinas se expresan secuencialmente:
primero la vimentina en el embrion y los primeros dias posnatales, luego la vimentina
y la GFAP en los primeros dias posnatales y, finalmente, s6lo la GFA en las células
adultas y diferenciadas (Raponi et al. 2007; Schtzer et al. 1981). Este fendémeno se
observa también en astrocitos en cultivo. Ya que las CFE estelares tienen propiedades
gliales, cabe preguntarse si presentan un programa de expresion de vimentina y
GFAP similar al de los astrocitos. Para averiguar esta alternativa se cultivaron células

extraidas de hipofisis anteriores de ratas de 14 dias de nacidas y se observaron en
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funcion del tiempo de cultivo. Mientras que las células de 2 dias de cultivo co-
expresan vimentina y GFAP (figura 30, verde), asi como s6lo vimentina (rojo), las de
10 dias de cultivo expresan #inicamente vimentina o GFAP, demostrando que siguen

un patron de expresion de estas proteinas similar al de los astrocitos.

Luego se investigd si las poblaciones de CFE que expresan vimentina y
vimentina/GFAP también se encuentran en la hip6fisis anterior. Por lo tanto, se
obtuvieron rebanadas horizontales de hipofisis y se tifieron con anticuerpos
fluorescentes contra GFAP (figura 30, verde) y vimentina (rojo). Sorprendentemente
solo detectamos tincion de vimentina en las alas de la hipofisis, las cuales se
muestran marcadas con un recuadro en el esquema (i) de la figura 31. En estas zonas,
se observan células que coexpresan GFAP y vimentina, asi como otras que sélo
expresan a la vimentina (figura 31, A-D). Fuera de estas regiones las células de la
hipofisis anterior expresan unicamente GFAP (figura 31, E-I). Este resultado suma
dos subpoblaciones mas a las CFE que expresan GFAP: las que expresan
GFAP/vimentina y las que solo expresan vimentina, ambas limitadas a las alas de la
glandula y apoyan la posibilidad de que las CFE con caracteristicas gliales se

desarrollen en un patron temporal similar al de los astrocitos en desarrollo.
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Figura 30. Expresion de FI en CFE en cultivo. En cultivos primarios de hipéfisis anterior, se

pueden apreciar a los dos dias de cultivo, células que expresan GFAP perinuclear y en el soma
(verde en A, C, D y E; flechas blancas) y vimentina en los procesos citoplasmaticos (B-E,

flechas vacias) y células que solo expresan a vimentina (B-E, flechas vacias). A los diez dias de

cultivo, ambos filamentos intermedios se expresan en diferentes células (F-J. Barra =25 um).

El hecho de que algunas CFE sigan un programa de cambio de expresion
temporal de vimentina y GFAP, no excluye la posibilidad de que también existan
poblaciones que co-expresen ambas proteinas como un estado diferenciado final, tal
como lo hacen las células gliales de Bergmans, las de Miiler y otras (Galou et a/
1996). En concordancia con esta posibilidad, se encontraron CFE planas y extendidas
de 10 dias de cultivo, que expresaron ambas proteinas en estructuras filamentosas
(figura 32). Sera interesante demostrar, en el futuro, si la hipofisis anterior de los
ratones adultos también tienen células que coexpresen GFAP y vimentina, mientras

que las de embriones solo expresan vimentina.
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Figura 31. Las CFE coexpresan los FI GFAP y vimentina en las alas de la hipofisis anterior. En
cortes histologicos se marcd con anticuerpos fluorescentes a las proteinas GFAP (verde en A, C, D,
E, G, H) y vimentina (rojo en B, C, D, F, G, H). Las imagenes superiores se obtuvieron de las zonas
marcadas en los recuadros del dibujo (I) observandose que GFAP colocaliza con vimentina en esta
region (amarillo en C, D) sin embargo la vimentina también se encuentr6 en las células sin GFAP (B-

D). Fuera de estas regiones solo se observa expresion de GFAP (E-H. Barra = 25 pm)
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Figura 32: Las CFE pueden expresar simultineamente GFAP vy
vimentina. En los cultivos primarios de la hipdsis anterior, se pueden
encontrar a los diez dias de cultivo, células con forma aplanada que
expresan tanto a GFAP (verde, A y C) como a vimentina (rojo, B y C). En
amarillo se ve la colocalizacién de ambas proteinas (C). Los ntcleos se

tifieron en azul. Barra =25 pum.

9.3 Las CFE epiteliales expresan cldn4

Dado que las CFE forman un epitelio de baja permeabilidad y alta resistencia
(Wilfinger et al. 1984; Ferrara et al. 1987), se investigd si las CFE foliculares
expresan cldn4, una claudina que confiere estas caracteristicas (Van lItallie et al.
2001). En la figura 33 se observa que los anticuerpos contra cldn4 (verde) marcan
células alrededor de limenes, que también expresan a la proteina S100p (rojo). Dado
que este patron de expresion periluminal no se observa en las hipofisis anteriores
teflidas con anticuerpos contra GFAP (vide supra), se espera que las CFE epiteliales
que expresan cldn4, no expresen GFAP. En la figura 33 se demuestra que éste es el
caso y que existen dos tipo de poblaciones de CFE: una epitelial que expresa cldn4 y
S100B y otras tres de tipo glial. Se evaluo la proporcion de la subpoblacion epitelial,

encontrando que constituye el 33% de las CFE (figura 33). Cabe esperar que esta
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subpoblacion sea la misma que Chauvet et al. (2009) y Kikuchi et al. (2007)
demostraron que expresa E-cadherina. Para confirmar dicha expectativa se realizaron
dobles tinciones para cldn4 (verde) y E-cadherina (rojo) observandose que

colocalizan alrededor de los lumenes (figura 34).
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Figura 33. Expresion de dos diferentes poblaciones de CFE. Los cortes de tejido de hipofisis de rata
adulta, se tifieron por doble inmunofluorescencia para S100f3 (rojo en b y c), claudina-4 (Cld 4, verde
ena, c, d, f, g, 1), GFAP (rojo en e, f) y E-cadherina (Ecad, rojo en h, i). Los nucleos se muestran en
azul (c, £, ). La cdln-4 se encuentra en los bordes luminales de las células donde también se expresan
S100B y E-cadherina (flechas), mientras que GFAP se observa en diferentes células (cabezas de

flecha). Barra =25 pm.
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Figura 34. Las CFE epiteliales expresan E-cadherina. Doble inmunotincion para E-cadherina
(verde, A y C) y cldn4 (rojo, B y C). Los nucleos se muestran en azul (C). Ambas proteinas se

observan rodeando lumenes en las mismas células (amarillo, C). Barra =20 um

Para caracterizar en mayor profundidad a las CFE epiteliales se investigo si
expresan proteinas tipicas de las microvellosidades y del cilio mayor. Como se
observa en la figura 35 las células que expresan cldn4 (verde) también expresan
DPPIV (rojo), un marcador del borde en cepillo de las células epiteliales (Girardi et
al. 2001), asi como tubulina acetilada (rojo), una proteina presente principalmente en
los cilios mayores (Ishikawa et al. 2011, Larre et al. 2011). Asi pues, las CFE
epiteliales conforman una subpoblaciéon homogénea que expresa E-Cad, DPPIV,

tubulina acetilada y cldn4, con fenotipo de epitelio de transporte de alta resistencia.
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Figura 35. Las CFE epiteliales expresan proteinas tipicas de las microvellosidades y el cilio

mayor. Los cortes de tejido de la hipofisis anterior se tifieron con anticuerpos fluorescentes contra
cldn4 (verde; a, c, g, 1), DPPIV (rojo; b y ¢) y tubulina acetilada (rojo; h, 1). Los nucleos se tifieron en
azul (c,i). La cldn4 se sefiala con flechas, DPPIV y tubulina acetilada se sefialan con cabezas de flecha.
Estas proteinas se expresan en las mismas células alrededor de los lumenes (asterisco en g, h, 1). Barra

=25 um.

Se sabe que algunas CFE periluminales expresan vimentina y que, como se
demuestra en esta tesis, esta proteina s6lo se encuentra en las alas de la hipofisis
anterior (vide supra). De manera que el siguiente experimento se dedicé a demostrar
si, en las alas de la hipofisis anterior, las células que expresan vimentina se localizan
alrededor de Ilumenes. La figura 36 muestra CFE tefiidas con anticuerpos

fluorescentes contra la proteina S100pB (verde) y la vimentina (rojo). La imagen de
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contraste de fases nos permite mostrar que la marca se encuentra, en su mayoria,

alrededor de los lumenes.

Figura 36. Las CFE epiteliales que expresan a vimentina se encuentran sélo en las alas de la
hipofisis anterior. Las imagenes de microscopia confocal que muestran a un grupo de CFE
identificadas por anticuerpos fluorescentes contra la S100p (A, C, D) localizadas en las alas de la
hipofisis anterior alrededor de limenes, que coexpresan a vimentina (B, C, D). Los nucleos se tifieron
en azul (D). Las imagenes de contrast de fase muestran claramente que se trata de CFE que forman

foliculos. Barra = 25 pm.

9.4 En los vasos sanguineos de la adenohipdfisis se expresan cldn2 y cldn5

En la hipofisis ocurre un flujo de agua y sales muy abundante asociado a la secrecion
de hormonas (Lafont et al. 2010; Schaeffer et al. 2010), lo que concuerda con el
hecho de que las CFE expresan acuaporina 4 (Matsuzaki et al. 2011). Otra proteina

que permite el paso de agua y iones, a través de la ruta paracelular, es la cldn2. Dado
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que las CFE epiteliales son de alta resistencia y expresan cldn4, no se espera que
expresen esta claudina. Sin emnargo, como se muestra en la tabla de la figura 37, los
mensajeros de cldn2 y cldn4 (B) se expresan en la hipofisis anterior, asi como
también lo hacen las proteinas respectivas (C). La doble tincion en rebanadas de
hipofisis anterior muestra un patrén en mosaico de la cldn4 (rojo, A) con la cldn2
(verde), indicando que se expresan en diferentes células. Las células endoteliales
tienen UOs que expresan a la cldnS y a la cadherina vascular-endotelial. Ambas
proteinas (rojo) colocalizan con la cldn2 (verde) en la hipdfisis anterior e intermedia,
pero no en la hipdfisis posterior que solo expresa cldnS (figura 38). Esto es un
hallazgo interesante dado que, hasta donde tenemos conocimiento, cldn2 y 5 no se

expresan en las mismas células.
En resumen:

1) S100PB es el marcador que expresan la mayoria de las CFE (75 %), pero que
también hay CFE que no la expresan (20 %).

2) Las CFE epiteliales existen en dos subpobaciones: ambas expresan a la
S100p, la mayor de estas subpoblaciones expresan ademds a la cldn4, E-cadherina,
DPPIV vy tubulina acetilada y corresponden al 33 % del total de CFE y la segunda,
mas pequefia, periluminal, localizada en las alas de la hipofisis anterior, expresa

vimentina.

3) Las CFE estelares se presentan en tres subpoblaciones gliales: una que
expresa solo a GFAP (20 %), otra que expresa GFAP y vimentina, y una tercera que

expresa GFAP/ S100B (15 %).

4) Las CFE estelares que expresan solo a la S10083 (27 %).
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Figura 37. Presencia de cldn2 en el tejido de la hipéfisis anterior. Ademas de la cldn4, se encontr
la expresion tanto del mensajero por RT-PCR (B) como de la proteina por Western blot (C, dos
diferentes ensallos) de cldn2 en homogenados de tejido de la hipofisis anterior. En ambos casos se
usaron homogenados de rifion como control positivo. La linea celular de adenoma de rata GH3 se
utilizd6 como control negativo para el Western blot. Una doble tincion con anticuerpos fluorescentes en
cortes histologicos contra cldn4 (rojo en A) y cldn2 (verde en A), muestra un patréon de mosaico, lo
que indica que estas proteinas se expresan en células diferentes. Barra = 50 mm. Los datos de la RT-

PCR corresponden a la media + la DE de cuatro diferentes muestras.
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Figura 38. La cldn2 se expresa en los vasos sanguineos de la adenohipéfisis en combinacion con
la cldn5. La cldn2 se muestra con anticuerpos fluorescentes (verde, A-D) en los vasos sanguineos de la
hip6fisis anterior e intermedia, pero no en la posterior. El endotelio capilar se identificé con cldn5
(rojo, A-C) y la cadherina vascular endotelial (VE-cad, rojo en D). Los nucleos se tifieron en azul.

Barra =25 mm.

Las evidencias indican ademas que la subpoblacion de células gliales que
expresan GFAP y vimentina es muy pequefia. No se puede descartar que existan
subpoblaciones de CFE que solo expresen vimentina, y de estelares que no expresen

niguno de los marcadores estudiados.
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Figura 39. Diagrama que muestra la proporcion de las diferentes subpoblaciones de

CFE antes (izquierda) y después (derecha) de los resultados obtenidos en esta tesis.

10. Discusion

10.1 Las CFE son una mezcla de subpoblaciones celulares

Inicialmente se habia considerado que las las CFE conformaban un tipo celular con
dos fenotipos: el estelar y el folicular. Los resultados posteriores demostraron que hay
mas de estas dos poblaciones iniciales y los de esta tesis amplian el rango a por lo
menos cinco subpoblaciones, con la posibilidad de que puedan aumentar en algunas
mas. De manera que las CFE son en realidad una mezcla de subpoblaciones. Las
diferencias entre los tipos de subpoblaciones son notables, el caso mas extremo lo
representan las estelares y las epiteliales, cuyas diferencias son tan grandes que se

puede plantear que son dos tipos distintos de células.

Mientras que las células granulares se clasificaron con base en dos
caracteristicas concretas, si tienen granulos y en el tipo de hormona que sintetizan, la
categoria de las CFE se conformd por su forma (estelares o epiteliales) y por no tener

granulos ni sintetizar hormonas, es decir, se les excluy6 del grupo de las granulares.
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De hecho no se sabe que subpoblacion de CFE sintetiza factores de
crecimiento, cudl responde al estrés ni cual realiza la fagocitosis. Los resultados de
esta tesis muestran que ni siquiera hay un marcador molecular universal. Por estas
razones puede proponerse que las CFE son, en realidad varios tipos celulares
distintos, tal como sucedidé con la “neuroglia”, que ahora se sabe se compone de
distintas células: microglia, oligodendrocitos, astrocitos y tanicitos (Toledano et al.
2016). En la medida que se conozca que funcion realiza cada subpoblacion, se tendra

mas evidencia para apoyar esta posibilidad.

10.2 Las CFE se identifican mejor con el doble marcaje de S100p y GFAP

Tal vez porque la expresion de la proteina S1008 fue la primera en estudiarse y
resultd la mas abundante, se aceptd que constituia la caracteristica distintiva de todas
las CFE. Los resultados de esta tesis llaman la atencion al hecho de que la proteina
S100B, si bien marca a la mayoria de las CFE, no es un marcador universal, pues
encontramos un 20 % de células que expresan GFAP pero no S100p. Si bien el uso
de anticuerpos contra S1008 garantiza un marcaje del 75 % del total de CFE, una
mejor estimacion demanda usar, ademads, anticuerpos contra GFAP, por lo que
sugerimos que en los estudios futuros se use la combinacion de anticuerpos contra
S100B y GFAP. Sin embargo, los experimentos realizados en esta tesis no descartan
que existan células “estelares” que no expresen GFAP ni S100B y sugieren que una
subpoblacion pequefia de células “estelares” expresan solo vimentina. Asi pues, no

existe un marcador universal que caracterice a las CFE.

10.3 Las CFE “estelares” son de fenotipo glial

Las CFE “estelares” se caracterizan por su peculiar forma de estrella, la expresion de
la GFAP, el transportador de agua acuaporina 4 (Matsuzaki et al. 2011), el
transportador de glutamato, la enzima glutamina sintasa (Denef 2008; Shirasawa et
al. 1999) y la proteina de matriz extracelular fibronectina (figura 14. Liu et al/, 1989).

En esta tesis proponemos que las células CFE “estelares”, son en realidad de
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naturaleza glial por lo que sugerimos el nombre de “CFE gliales”. Argumentamos

sobre este punto en los siguientes incisos:

10.4 Las distintas subpoblaciones de CFE “estelares” pueden corresponder a

distintos estadios de diferenciacion de las CFE gliales

No sabemos cudl es la funcion de las subpoblaciones de CFE gliales que expresan
vimentina en las alas de la hipofisis anterior pero es probable que sean células en
proceso de diferenciacion o células diferenciadas que se parezcan a la glia de
Bergmann del cerebelo. Es decir, al ser células gliales es probable que tengan un
origen similar al de los astrocitos del cerebro: una célula progenitora que expresa
vimentina y que evoluciona a una célula intermedia que expresa vimentina y GFAP
para finalmente obtener su estado diferenciado expresando solo GFAP o manteniendo
la coexpresion de GFAP y vimentina (figura 40). En resumen esas subpoblaciones
gliales de la hipofisis anterior, podrian ser estados intermedios de diferenciacion o
bien otro tipo de células gliales diferenciadas con diferentes funciones. Para probar
ambas hipdtesis, habria que seguir en el tiempo a estas células, ya sea en cortes
histologicos o bien en un modelo de cultivo celular como el mostrado en la figuras 30
y 31 donde observamos células que coexpresan vimentina y GFAP en dias de cultivo
tempranos o tardios. En dias tempranos de cultivo, las imagenes sugieren la expresion
tanto de vimentina como de GFAP filamentosas en diferentes sitios de la misma
célula lo cual se puede explicar como un estado de diferenciacion intermedio ya que a
los diez dias de cultivo la expresion de ambas proteinas se observa en diferentes
células, sin embargo a los diez dias de cultivo, también existen células planas con
expresion de ambas proteinas aunque en menor nimero que las que expresan solo

GFAP, sugiriendo la existencia de una subpoblacion de CFE glial.
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Figura 40. Las CFE estelares tienen un fenotipo glial y un intercambio de las proteinas de los FI
durante el desarrollo, similar al de los astrocitos. Los detalles de esta figura se encuentran en el

texto.

10.5 Las CFE epiteliales constituyen un epitelio de transporte

Como se muestra en el presente estudio, las UOs de las CFE epiteliales expresan
cldn4. Este resultado concuerda con que las UOs de las CFE desarrollan de 7 a 11
filamentos (Wilfinger et al. 1984) y resistencias trsansepiteliales de varios cientos de
Q.cm? (Ferrara et al. 1987). No se conoce un epitelio que exprese un solo tipo de
cldn. En el sistema renal, por ejemplo, la cldn4 se expresa en el tubulo contorneado
distal, caracterizado por su baja permeabilidad transepitelial y su alta resistencia
eléctricas transepitelial (Reyes et al. 2002; Van Itallie et al. 2001). La cldn-2, por el
contrario, se especializa en transportar cationes y agua (Amasheh et al. 2002;
Rosenthal ef al. 2010) a través de la ruta paracelular, en el tibulo contorneado
proximal (Muto et al. 2010; Reyes et al. 2002), donde participa en la reabsorcion del
Na" (Furuse ef al. 2001). Por otro lado, hay un grupo de proteinas de las UOs que
son ubicuas, como la cldnl, ocludina, ZO1, ZO2 y ZO3, por lo que cabria esperar que

estos componentes de las UOs también se expresen en la hipofisis anterior.

64




Las claudinas suelen expresarse en combinaciones, en parte porque forman
canales paracelulares heterogéneos. Asi, la cldn16 forma canales paracelulares de
Ca" junto con la cldn19 (Hou et al. 2005). Un par que suele expresarse es el de la
cldn4 con la cldn8 (Hou et al. 2010; Molina-Jijon et al. 2017) por lo que es posible
que se exprese también la cldn8 en la hipofisis anterior. Debe de realizarse una serie
de experimentos para detectar por microscopia qué otras claudinas, ademas de la

cldn4, se expresan en la hip6fisis anterior y si lo hacen de manera regionalizada.

Lo que resta averiguar de las CFE epiteliales, es su distribucion en la hipofisis
anterior y su capacidad de regular el medio hidroelectrolitico del tejido hipofisiario,
asi como las implicaciones que lo anterior tiene en el la organizacion funcional de la
glandula. Es importante este Gltimo punto ya que se sabe que las células granulares no
se distribuyen aleatoriamente en la hipofisis anterior, por el contrario, forman
cordones homotipicos regionalizados (Mollard et al. 2012). Todavia mas, tanto una
poblacion de CFE como las células somatotropas expresan el mRNA y la proteina de
cadherina 18, uniéndose por medio de uniones adherentes entre ellas (Chauvet ef al.

2009).

10.6 ;Qué se transporta en el epitelio de la hipdfisis anterior y hacia donde?

En los trabajos estructurales iniciales, se observd una organizacion de la hipofisis
anterior en foliculos, donde las células de tipo epitelial rodean pequefios limenes
(Vila-Porcile 1972, Yoshida 1966). Dentro de esos limenes se encontr6 marterial
coloidal que se sabe estd formado por los productos de la degradacion de las células
granulares (Ciocca y Gonzalez 1978; Claudius et al. 2006). El modelo de
organizacion de las CFE que surgié de estos resultados (Vila-Porcile 1972)
consideraba a los foliculos como cisternas o quistes, pues no se detectaban ni entradas
ni salidas de ellos y se creia que su funcion era la de almacenar productos de desecho.
Sin embargo, las imdges preliminares obtenidas en este laboratorio, muestran la
presencia de CFE identificadas por anticuerpos fluorescentes contra la S100B con
forma de tubos, obtenidas de cortes histologicos de hipodfisis anterior de rata adulta de
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60 um de ancho. Estas rebanadas de tejido son mucho més gruesas que aquellas con
las que se ha estudiado cominmente a la glandula, permitiendo de este modo el
estudio de las estructuras de la hipofisis anterior, asi como su distribuciéon y
orientacion (figura 41). Las CFE tubulares como las de la figura 41 se encuentran en
su mayoria en la region ventral de la hipofisis anterior, los tubos son sinuosos y de
diferente diametro, ya sea paralelos al borde de la glandula o en algunos casos
perpendiculares. Estos datos concuerdan con el hecho de que las CFEs forman un
epitelio de transporte como se mostrd en esta tesis. Falta por estudiar si estos tubos
expresan cldn4 como las CFE epiteliales, ademas de qué material transportan y hacia
donde. Dado que la silla turca donde se aloja la hipodfisis, se encuentra cubierta por
una doble membrana llamada diafragma sellae, misma que se compone por
prolongaciones meningeas (Sage et al. 1982) es factible formular la hipdtesis de que
el diafragma sellae y los tubos formados por las CFE transporten liquido
cefaloraquideo, que de comprobarse seria una segunda ruta de comunicacion entre la

hipofisis y el hipotdlamo diferente a la del sistema porta.
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Figura 41. Las CFE epiteliales forman tabulos. En la figura se observa a las CFE
identificadas con anticuerpos fluorescentes anti S100p (verde) en cortes histologicos de la
region ventral de la hipofisis anterior, en imagenes panoramicas (A, B) y acercamientos (C, D).

Las CFE forman estructuras similares a tubos. Barra = 25 pum.
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10.7 La existencia de dos sub-poblaciones de CFE epiteliales encontradas en este
estudio indica que podria haber distintos estadios de diferenciacion de estas

células

Las células epiteliales pierden sus caracteristicas durante la transicion epitelio
mesénquima (TEM), es decir, pierden sus uniones intercelulares porque endocitan y
degradan a las moléculas de adhesion, especialmente la E-cadherina, pero también a
la ocludina, claudinas, desmoplakinas y plakofilinas. Los genes que codifican a estas
proteinas se reprimen y entonces las células adquieren un fenotipo mesenquimal,
caracterizado por la expresion de los factores de transcripcion de la familia de Snail,
la adquisicion de una forma alargada tipica, el aumento de la expresion de N-
cadherina y de motilidad celular, el desarrollo de la invasividad y la resistencia a la
senescencia y a la apoptosis (Huang et al. 2012; Lamouille et al. 2014; Thiery et al.
2009; Vega et al. 2004; Wheelock et al. 2008). Algunas moléculas de las uniones
intercelulares, como la B-catenina, se translocan al nucleo, donde fungen como
cofactores de la transcripcion de proteinas mesenquimaticas (Lamouille et al. 2014;
Lu et al. 2003; Niehrs 2012) y de la progresion al ciclo celular (Lamouille et al. 2014;
Yang et al. 2010). Durante la TEM también se activa la expresion de la vimentina
siendo el principal FI presente en las células, lo cual permite una mayor motilidad

celular (Méndez et al. 2010).

Es probable que las CFE epiteliales con expresion de vimentina, sean células
en TME y para probarlo habria que realizar cotinciones para cldn4 y vimentina,
averiguar si expresan N-cadherina y los factores de transcripcion tipicos de las células
mesenquimales como snail o slug. Esta hipotesis se basa, ademas de los resultados de
esta tesis, en el trabajo de Fu et al. 2012 donde se muetra que las células con S1003
localizadas en la zona de transicion de la hipdfisis anterior y en nichos esparcidos por
el parénquima, también espresan Sox2, un factor de transcripcion de células
troncales. Si las CFE se originan en la zona de transicion, es decir, en y alrededor del
epitelio remanente de la bolsa de Rathke, tienen que migrar para colonizar el
parénquima, de tal forma que se tendrian que transformar en una célula mesenquimal
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que al insertarse en el foliculo tendria que transformarse a su vez, de célula

mesenquimal a epitelial (transicion epitelio mesénquima, TME. Figura 42)

¢TME?
e}
|5100b/E-cadherina/cldnd |

Figura 42. Las CFE epiteliales surgen de células mesenquimales a través de una transicion
mesénquima-epitelio. La figura muestra de manera esquematica, la posibilidad de que las CFE
epiteliales surjan de una transicon mesénquima-epitelio. Esto explicaria la existencia de dos
subpoblaciones de CFE epiteliales. Otra posibilidad seria que se trate de poblaciones de células

diferenciadas con diferentes funciones.

10.8 La cldn-2 endotelial

A diferencia de la cldn4 que aumenta la TER en los epitelios que la expresan (Van
Itallie et al. 2001), la cldn2 hace que las UOs sean de baja resistencia y alta
permeabilidad (Furuse et al. 2001), en particular al agua y al Na" (Amasheh et al.
2002; Rosenthal et al. 2010), disminuyendo asi la TER de los epitelios. Otro tejido
que expresa UOs es el endotelial, donde se expresan principalmente cldn5 en las UOs
(Morita et al. 1999) y VE-Cadherina en las uniones adherentes (Giannotta et al.
2013).
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En esta tesis se mostré que las células endoteliales de la hipofisis anterior e
intermedia expresan cldn2 y cldn5, lo cual es un hallazgo interesante ya que no se
conoce otro tejido que tenga la misma combinacion de claudinas y por lo tanto
tampoco se conocen las propiedades de permeabilidad que esta combinacion le
confiere a las UOs. Posiblemente se relacione con el hecho de que en la hipoéfisis
anterior existen grandes flujos de agua y electrolitos entre la red de vasos capilares y
el parénquima glandular, lo cual permite el flujo de hormonas (Schaeffer et al. 2010).
Los vasos sanguineos de la hipofisis anterior son capilares que se caracterizan por
tener una capa de endotelio fenestrado y una membrana basal rodeada de pericitos
que modulan el didmetro de estos (Rinehart and Farquhar 1955; Satoh ef al. 1989;
Schaeffer et al. 2010). La expresion de cldn5 y 2 en los capilares de la adenohipéfisis,

sugiere que estos grandes flujos de agua y Na' ocurren por la via paracelular.

11. Conclusiones

e Existen tres subpoblaciones de CFE gliales, dos epiteliales y otras CFE

estelares que no son ni gliales ni epiteliales.

e Las poblaciones de CFE epiteliales y gliales son similares en nimero.

e Las CFE epiteliales expresan cldn4.

Estas conclusiones nos permiten hacer las siguientes afirmaciones:

Para medir a la poblacion total de CFE es necesario marcarlas con S1008 y
GFAP.

El nombre de CFE gliales es mas apropiado para las CFE estelares.

Las CFE se distribuyen de manera regionalizada.

Los datos obtenidos sugieren que el transporte de iones en las CFE epiteliales
es fundamentalmente transcelular y el transporte de iones y agua en el capilar tiene un

componente importante paracelular debido a la presencia de cldn2.

11. Perspectivas
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Investigar qué otras claudinas se expresan en las células de la hipofisis

anterior y que implicaciones tienen en la funcién endocrina.
Investigar qué distribucion tienen en la hipofisis anterior las CFE epiteliales.

Estudiar qué fenotipo celular sintetiza y libera los diferentes factores de

crecimiento como FGF2, VEGF y TNF.

Investigar si son las CFE gliales las que responden a los estimulos

inmunologicos.
Investigar como surgen las diferentes poblaciones de CFE.

Investigar la existencia de una subpoblacion de CFE que so6lo expresa

vimentina y cudl es su funcion.

12. Abreviaturas

ACTH. Hormona adrenocorticotropa.

Aqp4. Aquaporina 4.

ARNm. Acido ribonucléico mensajero.

CFE. Células foliculo estelares.

CFTR. Regulador de la conductancia transmembranal de la fibrosis quistica.
CG. Células granulares.

Cldn. Claudina.

Cnx43. Conexina 43.

DPPIV. Dipeptidil peptidasa IV.

EL. Espacio lacunar.

ENaC. Canal de sodio epitelial.
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FGF. Factor de crecimiento fibroblastico.

FI. Filamentos intermedios.

FSH. Hormona foliculoestimulante.

GFAP. Proteina acida glial fibrilar.

GFP. Proteina verde fluorescente.

GH. Hormona de crecimiento.

HHNF. Hipercalciuria, hipomagnesemia con nefrocalcinosis familiar.
HRP. Peroxidasa de rabano.

IL-6. Interleucina 6.
INF - . Interferon gama.

iNOS. Oxido nitrico sintetasa inducible.
LH. Hormona luteinizante.

MB. Membrana basal.

MEC. Matriz extracelular.

Mmp. Metaloproteinasa.

Mv. Microvellosidades.

NHE2. Intercambiador de sodio y protones 2.
nNOS. Oxido nitrico sintetasa neural.
NO. Oxido nitrico.

NOS: Oxido nitrico sintetasa.

PCl-. Permeabilidad al cloro.

PNa+. Permeabilidad al sodio.

Prl. Prolactina.

RET. Resistencia eléctrica transepitelial.
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TGF + . Factor de crecimiento tumoral beta.

TSH. Hormona estimulante de la tiroides.
UO. Uniones oclusoras.
VEGF. Factor de crecimiento vascular endotelial.

Vim. Vimentina.
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