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INTRODUCCION GENE

ADENOMAS HIPOFISARIOS

Los adenomas hipofisarios son los neoplasmas intracraneales primarios mas frecuentes.
Corresponden aproximadamente al 15% de todos los tumores del cerebro y del sistema
nervioso central (SNC) con un pico de incidencia mas temprano en mujeres (20-45 afios) que en
hombres (35-60 afios). No es frecuente el desarrollo de estos tumores durante la nifiez.

La mayoria de los tumores hipofisarios crece lentamente a lo largo de los aios. Se los considera
benignos porque no son metastasicos y permanecen dentro de la silla turca aunque también
pueden crecer en forma expansiva hacia los tejidos vecinos. Estos tumores invasivos no se
consideran malignos, incluso cuando hay invasion de duramadre. Se definen como verdaderos
carcinomas sélo cuando hay presencia de metastasis craneoespinal y/o sistémica, y éstas son
raras con una incidencia de menos del 0,5% de los tumores hipofisarios sintomaticos

(Seilicovich et al. 2005) .

Tumores hipofisarios. Clasificaciéon

Los tumores hipofisarios se clasifican segun su tamafio en microadenomas (< 10mm) sin
cambios en la silla turca (grado 0) o cambios menores en la silla (grado I), y macroadenomas
(> 10mm) con agrandamiento difuso de la silla (grado II) o con destruccién focal (grado III) o

extensiva (grado IV) de la silla.
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Figura 1: Clasificacién de los tumores hipofisarios de (Hardy et a/. 1979)

Los pacientes con macoadenomas recurren a la consulta médica debido a efectos de
compresién como dolores de cabeza y/o falla visual progresiva mientras que los casos de
microadenomas son identificados generalmente durante la investigacién de sindromes clinicos
enddcrinos o en forma incidental durante diagnostico por imagen del cerebro por otras causas.
Ademds, en un 25% de las autopsias se descubren pequefios adenomas subclinicos.

Los tumores hipofisarios se clasifican ademas segun la hormona que producen y se describen
como funcionantes si sobreproducen alguna hormona de la hipdfisis anterior, o no funcionantes,
si no existe sindrome clinico (enddcrino) aparente.

Dentro de los distintos tipos de adenomas hipofisarios podemos encontrar:

Projactinomas

Son los tumores hipofisarios més frecuentes, aunque si se examina la estadistica en muestras
quinirgicas este subtipo de adenoma es mucho menos prevalente debido al exitoso tratamiento
primario de los prolactinomas con agonistas dopaminérgicos. Se ha reportado que el 35% de los

tumores hipofisarios en mujeres producen prolactina (PRL) y que un 6% producen PRL junto



con otra hormona hipofisaria. La secrecién excesiva de PRL causa oligomenorrea 0 amenorrea, y
galactorrea, y éstos son los sintomas generales por los que los prolactinomas son detectados
precozmente en las mujeres.

En los hombres en cambio, la galactorrea es rara y los sintomas de hipogonadismo tales como
impotencia y falta de libido llevan a la consulta médica en forma bastante tardia.

Los prolactinomas son los tumores hipofisarios mas asociados a MEN-1 (Neoplasia endécrina

miltiple-1)

Somatotropinomas

Corresponden aproximadamente al 10-20 % de los tumores hipofisarios y son los causantes
del sindrome clinico de acromegalia. El exceso de GH resulta en el crecimiento exacerbado de
muchos tejidos a través de la induccion del factor de crecimiento insulina simil-I (IGF-I). El
cambio en la veloddad de crecimiento de los tejidos blandos ocurre muy lentamente y el
diagndstico se retrasa por varios afios. Es asi que los tumores son cominmente grandes al
momento en que son diagnosticados y ya han producido efectos por compresion como
disminucién de la vision.

Alrededor del 30% de los pacientes con adenomas hipofisarios secretores de GH tienen
hiperprolactinemia por cosecrecion de GH y PRL, sin embargo la hiperprolactinemia puede ser
secundaria a la compresién de los vasos portales por efecto de masa del tumor, que impide la
llegada de dopamina (factor inhibitorio de prolactina) a los lactotropos en la adenohipdfisis y la

consiguiente mayor liberacion de PRL.



Tumores de corticotropos secretores de la hormona orticotrofa (ACTH

otros péptidos derivados de la propiomelanocortina (POMC)

Causan el sindrome clinico de la enfermedad de Cushing, con hiperplasia de adrenales
dependiente de ACTH y altos niveles circulantes de glucocorticoides. El sindrome de Cushing se
refiere al estado de hipercortisolismo independientemente de su etiologia. La enfermedad de
Cushing es el estado de hipercortisolismo causado por exceso de seaecion de ACTH. Los
tumores de corticotropos representan aproximadamente el 5-15% de los adenomas hipofisarios
y se observan principalmente en mujeres.

Aproximadamente un 90% de los tumores secretores de ACTH son microadenomas. De hecho
se ha reportado que la resonancia magnética por imagenes (RMI) no detecta un 40% de los
pacientes con enfermedad de Cushing activa.

La enfermedad de Cushing es causa del 65-70% de los sindromes de Cushing. La exposicién
crénica al cortisol endégeno resulta en obesidad, diabetes mellitus, hipertension, osteoporosis y

cambios en estados de animo como depresion, manias, ansiedad, disfunciones cognitivas.

Los adenomas no funcionantes son el segundo tipo mas comin de tumores hipofisarios
(alrededor del 30 % de los adenomas) y ademds el subtipo mds comin de macroadenomas. Los
pacientes se presentan en general con signos de hipopituitarismo y con alteraciones del campo
visual por efecto de la masa tumoral, que a veces comprime el tallo hipofisario e impide que

llegue dopamina a los lactotropos generando una hiperprolactinemia leve.



Muchos de estos tumores expresan la subunidad alfa de las gonadotrofinas (Black et a/. 1987)
pero no muestran evidencias de sindromes clinicos. Otros en cambio producen LH y FSH activas,
que provocan desdrdenes menstruales en las mujeres. Sin embargo, 5-10% de todos los
adenomas hipofisarios son en verdad no funcionantes y se los llama adenomas de células nulas.
Estos son en general diagnosticados tardiamente por sus efectos mecanicos que causan dolores

de cabeza, sintomas visuales y neurolégicos.

Adenomas de tirotropos
Son raros, representan el 0.5-2% de los neoplasmas de hipofisis y mas del 70% de éstos son
macroadenomas. Su incidencia es mayor en mujeres que en hombres. Muestran sintomas de

hipertiroidismo pero con TSH alta (Seilicovich et a/ 2005).

tipo de tumor hormona que secreta  |manifestaciones clinicas

Prolactinoma PRL amonorrea, galactorrea, esterilidad

Somatotropinoma GH (GH + PRL) acromegalia

Corticotropinoma ACTH Sindrome de Cushing

Adenoma de gonadotropos |LH, FSH, subu. Alfa irreg menstruales, hipopituitarismo, ef
mecanicos

Tirotropinomas TSH Hipertiroidismo

Adenoma no funcionante hipopituitarismo, ef. Mecanicos

Tabla 1: Clasificacion de los tumores hipofisarios segun el tipo de secrecion hormonal.

Modificado de (Seilicovich et a/. 2005)

Mecanismos patogénicos en adenomas hipofisarios

Ha existido siempre controversia en relacién a los mecanismos de la tumorogénesis hipofisaria.

Las dos teorias principales confrontan a la estimulacion hormonal contra un defecto hipofisario
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intrinseco. Un esquema integrado concilia ambas teorias de tumorigénesis aplicando la teoria de
varios pasos en la carcinogénesis. Segun ella, el evento iniciador seria una alteracién genética
que transforma a una uUnica célula mientras que las hormonas y factores de crecimiento
participarian en la promocién de la proliferacion celular.

La mayoria de los adenomas hipofisarios humanos son de origen monoclonal, lo que es una
evidencia de que la alteraciéon molecular conduce a transformacion celular como evento inicial
del proceso. Sin embargo, los oncogenes involucrados en la carcinogénesis de otros sistemas no
estarian participando en el desarrollo de estos tumores; varios estudios excluyen la participacién
de oncogenes como ras, c-myc, c-myb y c-fbs, aunque alteraciones en los mismos han llegado a

asociarse con los tumores de hipofisis mas agresivos e invasivos (Melmed 2003).

Por ofra parte, los factores de crecimiento y sus receptores, asi como las hormonas troficas
hipotalamicas, implicados en la regulacién del crecimiento y funcién de las células hipofisarias
proveen mecanismos alternativos ya que las células en proliferacion tendran un mayor riesgo de
sufrir alteraciones genéticas durante la mitosis, y, las manifestaciones de las alteraciones

genéticas serian precipitadas por los estimulos de crecimiento (Asa & Ezzat 1998).

Mutacién

. Hormonas

Factores de \ Factores de crecimiento

Hormonas S \
/ crecimiento \
/ \ R
g Expansion's Carcinoma
' ¥ clonal Fry . /'mm
~e ® gee
&
Mutacién Hormonas . .
Hiperplasia Factores de Adenoma

crecimiento

Figura 2: Modelo de la tumorogénesis hipofisaria en varios pasos. Tomado de (Asa & Ezzat 1998).
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Ademas de la mencionada naturaleza clonal de los adenomas hipofisarios que apoya a los
defectos somaticos intrinsecos como principal etiologia de estos tumores, el hecho de que se
encuentren adenomas bien circunscriptos, rodeados por tejido normal no hiperpldsico refuerza
dicha teoria (Meimed 2003).

Por otra parte existen evidencias que apoyan la etiologia hormonal:

1. el desarrollo de adenomas hipofisarios en casos de estimulacion hipotaldmica excesiva.
2. respuesta de las hormonas hipofisarias a la estimulacién de péptidos exégenos.
3. pérdida del control inhibitorio por sus hormonas blanco como es el caso de la falta de

respuesta a dopamina, y desarrollo de adenomas.
4. evidencias de produccion de hormonas hipotaldmicas dentro de la hipdfisis lo que
sugiere un rol para la estimulacién local.

No obstante, también hay argumentos que van en contra de dicha etiologia hormonal (Ezzat

2001):
1. la rareza de existencia de cambios hiperpldsicos asociados a los adenomas de hipdfisis.
2. la ausencia de aparicidn de cambios adenomatosos verdaderos incluso después de una

estimulacién hormonal hipotaldmica sostenida.
3. la relativamente baja frecuencia de recurrencia después de la reseccidn exitosa del

adenoma.
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PROLACTINOMAS

En el marco de nuestro estudio experimental detallaremos las caracteristicas de los
prolactinomas. Estos adenomas hipofisarios productores de PRL son los mas frecuentes dentro
de los adenomas secretantes (Kovacs & Horvath 1987) y como el resto de los adenomas
hipofisarios tienen también un origen monoclonal (Herman et 4/. 1990) .

Los prolactinomas muestran en general diversas presentaciones iniciales en cuanto a apariencia
radiolégica y comportamiento (Gurlek et a/. 2007) y sus manifestaciones clinicas dependientes
de la hiperprolactinemia favorecen una deteccion temprana e inequivoca del tipo de tumor,
especialmente en las mujeres en periodo fértil. En este grupo son mas frecuentes los
microprolactinomas mientras que en los hombres y en mujeres post menopausicas predominan
los macroprolactinomas (Colao et a/. 2003). El riesgo existente para la progresion de miao a
maaoadenoma se estima en un 4-7%, hecho que sugiere que los macaoprolactinomas deben
ser una entidad diferente respecto a los microprolactinomas (Schlechte et 8/ 1989) (Weiss et a/.

1983).

Diagnéstico de laboratorio

Por lo general los microprolactinomas cursan con niveles de PRL sérica entre 50 y 300 ng/ml, y
los macroprolactinomas con mas de 200 ng/ml. La mayoria de los trabajos sugieren que los
niveles de prolactina correlacionan con el tamafio tumoral y niveles altos preoperatorios de esta
hormona indican la presencia de un prolactinoma invasivo (Guriek et a/. 2007). Otros tumores
como los adenomas no funcionantes y los aaneofaringiomas pueden tener también una

hiperprolactimenia asociada, pero ésta raramente excede los 100 ng/ml.
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Diagnéstico por imagenes

La resonancia magnética nuclear, (RMN o RMI), es una téonica muy poderosa tanto para el
diagndstico como para el seguimiento del tratamiento de los adenomas hipofisarios. Tiene
ventajas sobre la tomografia axial computada, TAC, ya que permite delinear mas claramente los
contornos de un macroadenoma, sobre todo en su expansion paraselar, permite diferenciar un
contenido quistico o hemorragico del tumor y determinar la relacién del mismo con el quiasma
Optico, estructura muy bien visualizada con esta técnica. Sin embargo, como las estructuras
dseas no son bien visualizadas por la RMN, las erosiones selares son mejor caracterizadas por la
TAC y adn por la radiografia (Rx) simple de silla turca. De esta manera, la combinacion de la
RMN-Rx de craneo constituye actualmente la mejor estrategia para la confirmacion y
diagndstico diferencial de adenoma hipofisario. Se reserva la TAC para pacientes obesos,
claustrofébicos y portadores de clips metalicos o marcapasos cardiacos (Bronstein & Guitelman

2004).

Figura 3: RMN de la regi6bn selar. Se observa una lesion hipofisania de caracteristicas

hiperdensas (flecha) con compromiso de las arterias carétidas (AC)
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Tratamiento médico

La dopamina es el principal factor inhibitorio de la sintesis y secrecién de prolactina, asi como de
la proliferadén de lactotropos (Ben-Jonathan & Hnasko 2001). Cualquier variable quimica o
funcional que interfiera con la accion de la dopamina sobre los receptores dopaminérgicos
localizados en la hipdfisis producird un aumento en la secrecion de prolactina, y proliferacién o
hiperplasia de lactotropos. Los prolactinomas son particulares en el sentido de que conservan la
capacidad de respuesta a la accidn inhibitoria de la dopamina, por lo que los agonistas
dopaminérgicos provocan en general rapida reduccion del tamaiio tumoral con liberacion de los
sintomas de compresion (Bevan et a/. 1992).

Como se mencioné anteriormente, entre otras de sus acciones, la hiperprolactinemia afecta la
reproduccién, por o que el abordaje terapéutico del prolactinoma tiene como objetivo revertir
dichas manifestaciones, como asi también las de tipo neurolégico y/u oftalmolégico provocadas
por la expansion tumoral cuando existieran. El tratamiento de de los prolactinomas con
agonistas dopaminérgicos estd actualmente considerado como de primera linea. Las principales
drogas que han sido utilizadas son la Bromoariptina, Cabergolina y Quinagolida. Estas actian
directamente sobre el receptor de dopamina tanto del lactotropo normal como tumoral
determinando la inhibicion de la sintesis y secrecién de prolactina y del crecimiento de los
lactotropos con la consiguiente reduccion del tamaiio tumoral.

La Bromocriptina fue la primera droga utilizada clinicamente en prolactinomas y sobre la cual la
literatura es mds rica en datos, mostrando una normalizacion de la PRL sérica y mejoria de la
galactorrea en el 64 y 100% de los casos respectivamente, con recuperacion de los ciclos
menstruales en el 57-100% de los casos (Molitch 1999) Es importante resaltar que un gran
porcentaje de las pacientes que no logran normalizar los niveles de PRL si recuperan sus ciclos.

Es posible que la Bromodriptina altere la proporcion entre las diferentes formas moleculares de
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PRL (litte, big y big-big) aumentando las de mayor peso molecular que tienen menor actividad
biolégica. Asi, muchos pacientes presentan recuperacién clinica sin normalizacion de laboratorio
pudiendo ser tratados con dosis menores, y logrando una mejor tolerancia a la droga y un

menor costo del tratamiento a largo plazo.

Pergolida tiene accién mas prolongada que bromocriptina pero la experiencia con esta droga es

limitada ya que no ha sido aprobada aiin por la FDA para el tratamiento de los prolactinomas.

Quinagolida es un agonista no ergot del receptor de dopamina, ha sido estudiado en Estados
Unidos y en Europa; en general los trabajos refieren tratamiento previo con Bromocriptina. Esta

disponible sdlo en Europa.

Por otro lado, hay muchos datos usando Cabergolina como primer tratamiento. Tanto en los
estudios multicéntricos europeos como en los franceses, los resultados en cuanto a la
normalizacion de los niveles séricos de PRL fueron siempre superiores a los de Bromocriptina.

(Webster et a/. 1994)

Tratamiento quirirgico

La cirugia hipofisaria transeptoesfenoidal ha tenido un gran desarrolio con la introduccién del
miaoscopio quirargico (Tyrrell et a/. 1999) , lo que posibilitd la extirpacion selectiva de los
adenomas hipofisarios con conservacion de la hipdfisis normal y con baja incidencia de
complicaciones. Esta modalidad quirdrgica permite la normalizacién enddcrina con frecuente
preservacion y hasta mejoria del resto de los ejes hipofisarios luego de la descompresion
tumoral y la reduccion o eliminacién del efecto de masa en los macroprolactinomas expansivos
resolviendo la sintomatologia neuroldgica y oftalmolégica. Es de suma utilidad en los casos de

intolerancia persistente o resistencia a los agonistas dopaminérgicos, y crecimiento tumoral o
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pérdida visual durante el tratamiento médico. La via transcraneana es solamente utilizada para

tumores de localizacién extraselar y con expansion fuera de la linea media.

Figura 4: Cirugia hipofisaria por via transeptoesfenoidal realizada con microscopio quirdrgico.

Posibles mecanismos de tumorogénesis en los lactotropos

Son muiltiples los factores que participarian en la tumorogénesis de lactotropos. Y el fenotipo
final del tumor dependera de la relacién entre dichos factores. La informacion que brindan los
distintos modelos experimentales usados en el estudio de adenomas hipofisarios ha enriquecido
nuestro conocimiento sobre la generacién, regulacién y progresion de los prolactinomas. Dentro

de los factores intervinientes podemos citar:
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1) Receptor de Dopamina. Los lactotropos, a diferencia de los otros tipos celulares endécrinos
de la hipéfisis, presentan una alta actividad espontanea de secrecion de prolactina. Por este
motivo, la secrecion de prolactina estd bajo un control ténico predominantemente inhibitorio
cuyo principal factor es la dopamina. La dopamina es un neurotransmisor catecolaminérgico
capaz de inhibir la secrecién de prolactina tanto in vivo como /n vitro (Ben-Jonathan & Hnasko

2001).

Se ha observado una alta concentracion de dopamina en la eminencia media y en la sangre
portal hipofisaria.

Existen dos familias de receptores dopaminérgicos, los D1 (que comprenden al D1 y D5),
estimuladores de la adenilato ciclasa, y los D2 (D2, D3 y D4), que inhiben a dicha enzima.
Todos son miembros de la familia de receptores de dopamina con siete pasos transmembrana
(Missale et a/ 1998) (Civelli et al. 1993). El principal receptor en hipéfisis es el D2 (RD2)
(Caccavelli et af. 1992)

Los ratores knockout (KO) para el RD2 desarrollan hiperplasia hipofisaria seguida de la
formacién de tumores de lactotropos (Kelly et a/ 1997) confirmando el rol critico de la
dopamina y el RD2 sobre este tipo celular en relacion a la secrecién de PRLy a su proliferacion.
No se han identificado mutaciones en el RD2 en adenomas hipofisarios humanos de lactotropos
y somatotropos (Friedman et a/. 1994). Sin embargo en prolactinomas resistentes al tratamiento
con agonistas dopaminérgicos hay una disfuncién en los RD2 (Caccavelli et a/. 1994b; Pellegrini

et al. 1989; Caccavelli et al. 1996).

2) Prolacting. La PRL ejerce un control negativo sobre su propia secrecion via el receptor de PRL
(PRLR) a nivel hipotalamico e hipofisario. En el hipotdlamo altera la expresion y actividad de la

enzima tirosina hidroxilasa, limitante de la velocidad en la sintesis de Dopamina (Arbogast &
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Voogt 1991). En la hipdfisis la PRL tiene acciones directas inhibitorias sobre la proliferacion de
los lactotropos y/o podria limitar los efectos de los factores de crecimiento producidos por
células vecinas que en forma paracrina influencian el crecimiento de los lactotropos. Estudios en
ratones KO para el PRLR muestran que esta hormona inhibe su propia liberacién actuando no
solamente a nivel de las neuronas TIDA, sino también a nivel de la hipdfisis en forma
independiente de dopamina. Estos animales desarrollan prolactinomas mds grandes que los
ratones KO para el RD2 y los ratones doble KO para PRLR y RD2 tienen prolactinomas adn

mayores (Schuff et al. 2002).

3) Estrogenos. Se consideran los factores liberadores de PRL mas importantes. Son potentes
estimuladores de las funciones del lactotropo. A nivel hipofisario: aumentan la mitosis de
lactotropos, favorecen la conversién de somatomamotropos a lactotropos puros, aumentan la
sintesis de prolactina por activacidn génica, provocan hipertrofia de este tipo celular, aumentan
los receptores hipofisarios de diferentes factores liberadores hipotaldmicos como TRH y

disminuyen receptores de dopamina hipofisarios (Gudelsky et a/. 1981)

Los niveles estrogénicos elevados son responsables de los aumentos de PRL sérica y de la
hiperplasia de lactotropos durante el embarazo. Sin embargo, los anticonceptivos orales no
aumentan el riesgo de prolactinomas y no se asocian a un mayor caecimiento tumoral
(Corenblum & Donovan 1993) (Wingrave et a/. 1980) aunque algunos estudios muestran que
pueden causar hiperprolactinemia en el 12-30% de los casos de las mujeres tratadas, con

escasa influencia de la dosis de estrégenos empleada (Reyniak et a/. 1980) (Luciano et a/. 1985)
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4) Otros factores: también se ha descripto que participan en la generacién de prolactinomas
experimentales el factor de crecimiento neural (Borrelli et af 1992) (Fiorentini et a/. 2002;
Missale et a/ 1996), galanina (Cai et al 1999) (Hyde et al. 1998), factor de crecimiento
transformante a y 8 (McAndrew et a/. 1995; Ben-Jonathan & Liu 1992; Pastorcic et al. 1995), y

el oncogen transformante tumoral de la hipdfisis (pttg) (Yu & Melmed 2004).

MODELOS EXPERIMENTALES DE PROLACTINOMAS

Ratones knockout para el receptor dopaminérgico D2 (RD2)

Estos ratones fueron generados por los Dres. Malcolm Low en Portland, Oregon, USA y Marcelo
Rubinstein (INGEBI CONICET) en Buenos Aires (Kelly ef a/. 1997) por delecidén del exén 7
completo y la mitad 5° del exén 8 del gen del receptor dopaminérgico D2 murino mediante
recombinaciéon homdloga. Dichos exones codifican para los ultimos 2 dominios transmembrana
del receptor D2, el tercer loop extracelular y la cola carboxi-terminal intracitoplasmatica. La zona
delecionada fue reemplazada por un cassette que confiere resistencia a neomicina y esta
secuencia es a la vez utilizada para fa genotipificacion de los ratones por PCR a partir de DNA
genomico.

Demostramos en el laboratorio que los ratones knockout (KO) de ambos sexos tienen mayores
niveles de PRL sérica que sus pares wildtype ya en la sexta semana de vida, y que en las

hembras la prolactinemia siempre es mayor que en los machos (Figura 5).
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Figura 5: Niveles de prolactina sérica medidos por RIA en ratones hembra y macho, KO (-/-) y wildtype

(WT,+/+), a lo largo del desarrollo. * p< 0,05 respecto a WT de la misma edad y sexo. (Diaz-Torga et al.

2002)

A los 8 meses las hembras KO desarrollan hiperplasia hipofisaria de lactotropos con un aumento
del peso de la hipdfisis de 2-3 veces respecto a las hembras WT y una disminucién en el
nimero de los demas tipos celulares de la gldndula. Son frecuentes las zonas con peliosis 0
glébulos rojos extravasados en cavidades no circunscriptas por células endoteliales (Kelly et 4/,
1997). A esta edad no se ven signos de transformacion neoplasica, manteniéndose intacta la
arquitectura determinada por la red de fibras de reticulina.

A los 17-18 meses las hembras KO para RD2 desarrolian verdaderos adenomas hipofisarios
evidenciados por la presencia de nédulos multifocales, agrandamiento de la glandula con
aumento del peso de unas 30 veces respecto a las hembras wt y destruccion de las fibras de
reticulina, caracteristica patognomodnica de adenoma. A esta edad los machos presentan
pequefios nédulos multifocales también con ruptura de la red de reticulina indicando desarrolio

de maltiples adenomas (Asa et al. 1999).
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Administracion farmacoldgica de estrogenos en forma cronica en ratas:

Este modelo experimental consiste en la aplicacion de un pellet subcutdneo de estradiol o del
estrogeno sintético, dietilestilbestrol (DES), que induce en alrededor de 6-8 semanas uf
prolactinoma. El modelo fue ampliamente desarrollado en varias cepas de rata (Meyer & Clifton
1956) (Wiklund et a/. 1981; Xu et al. 2000), siendo la mas utilizada la Fischer 344 (F344) por su
especial sensibilidad a los estrégenos (De Nicola ef a/. 1978) (Phelps & Hymer 1983).

El tratamiento estrogénico cronico / vivo induce en F344 en primer lugar una hiperplasia, una
hipertrofia y una desgranulacion de los ladiotropos, acompaiiada de hiperprolactinemia y
pérdida de otros tipos celulares hipofisarios (Clifton & Meyer 1956) (De Nicola et a/. 1978).
Estudios bioquimicos sefialan que alrededor de la sexta semana, esta hiperplasia deriva en un
adenoma de lactotropos o prolactinoma (Piroli et a/. 1994). En esta etapa se produce la ruptura
de la estructura de acinos celulares tipica de la glandula, la desorganizacion de la red de
reticulina, la aparicion de lagunas sanguineas y un marcado aumento de la angiogénesis local
{tlias & Weiner 1984). Bajo una exposicion estrogenica mas prolongada, el adenoma puede
llegar a convertirse en un adenocarcinoma (Satoh et a/, 1997).

ti crecimiento continuo de este tipo de tumores, al menos en las primeras etapas, es
dependiente de la presencia estrogénica (Xu ef a/. 2000), mientras que la aplicacién de
giopamina o sus agonistas pueden bloquear hasta cierto punto este efecto y producir la
regresion del tumor (MacLeod & Lehmeyer 1973), (Thorner et a/ 1980). Este modeld
tumorigeénico presenta dismorfismo sexual en cuanto a la sensibilidad a la accion esteroidea,
que es mucho mayor en hembras (Piroli ef a/. 2000). Tal es asi que la masa tumoral alcanza en

hembras el doble de tamaiio que en machos (Wiklund et a/. 1981).



La diferente sensibilidad a los esteroides que existe entre sexos y entre cepas de animales
estaria relacionada con la diferente proporcion de los distintos tipos celulares y con la diferente
expresion de factores de crecimiento y receptores estrogenicos (Schechter & Weiner 1991).

La cepa Sprague Dawley (SD) es menos sensibie a los estrégenos que la Fischer 344 (F344),
sin embargo se ha demostrado que a partir de la cuarta semana de tratamiento cronico con
estos esteroides en las ratas SD se produce una hiperplasia e hipertrofia de lactotropos
(Holzman et al. 1979), (Diaz-Torga et a/. 1998; Suarez et a/. 2002).

Por su parte, Sarkar y col. demostraron que las células foliculo estrelladas (FS) hipofisarias son
las que determinan la susceptibilidad de los lactotropos a la accion mitogénica de los
estrogenos (Oomizu et a/ 2004). En ausencia del esteroide la cepa F344 tiene un mayor
numero de células FS hipofisarias que la cepa SD, mientras que en presencia del mismo, si bien
no se altera el namero de células FS en ninguna de las cepas, las células FS de las F344
producen una mayor cantidad de factores de crecimiento tales como €l Factor de Crecimiento
Fibroblastico 2 (FGF2), capaces de aumentar la proliferacion de los lactotropos (Chaturvedi &

Sarkar 2005).

Ratas seniles

Las ratas seniles hembras tienen alta incidencia de tumores hipofisarios secretores de prolactina
(Goya et a/. 1990). Estos se presentan como microadenomas cromofdbicos en un background
difuso de hiperplasia de lactotropos. (Console et al 1997) Los niveles estrogénicos en estas
ratas no se encuentran incrementados en forma significativa pero sin embargo se produce un
aumento importante de tamaiio en la glandula hipofisaria (Herenu et a/. 2006).

Por otra parte, con la edad se produce un deterioro progresivo de las neuronas del sistema
tuberoinfundibular y paraventricular dopaminérgico (Sanchez et a/ 2003) lo que contribuye

también al desarrolio de la hiperplasia en la hipofisis.



Otros modelos experimentales de prolactinomas

Existen otros animales transgénicos que generan prolactinomas y que han brindado informacion
valiosa en esta patologia. Por ejemplo los ratones que sobreexpresan galanina en lactotropos
(Cai et al. 1999), TGF alfa (McAndrew et a/. 1995); NGF (Borrelli ef a/. 1992), un receptor
truncado tipo 4 de FGF (Ezzat et a/. 2002) o ratones knockout para el receptor de prolactina

(Schuff et a/l. 2002).

INESTABILIDAD CROMOSOMICA, GEN TRANSFORMANTE TUMORAL
HIPOFISARIO (PTTG)

Aunque los tumores hipofisarios estan presentes en un 10% de la poblacion, la fisiopatologia de
estas lesiones no se encuentra completamente caracterizada. Son en general de naturaleza
monoclonal con alteraciones en las vias de replicacion pero los oncogenes y genes supresores
de tumor que comunmente se encuentran en otras enfermedades malignas (jun, fos, myc, p53)
rara vez estan involucrados en estos adenomas. Sin embargo, el oncogen gsp estana presente
en hasta un 40% de los adenomas secretores de GH dando como resultado una activacion
constitutiva de la subunidad alfa de la proteina Gs. Ademas otros oncogenes como ciclinas E y
D1, y PTTG estarian involucrados en la oncogénesis de los adenomas hipofisarios (Sonabend et

al, 2006).

PTTG actia como una securina de mamiferos: estas proteinas mantienen las cromdatides
hermanas unidas durante la mitosis y, al final de la anafase la securina es degradada por un
complejo que promueve la anafase, liberando asi la inhibicion tonica de separina, que es la que

media la degradacion de cohesinas (proteinas que mantienen juntas a las cromatides
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hermanas). La sobreexpresion de PTTG mantiene la inhibicion de separina con lo que no es
posible la separacion de las cromatides hermanas, produciendo inestabilidad cromosomica y
aneuploidia. (Yu & Melmed 2001). Los mecanismos genéticos involucrados en la funcidn
oncogénica de PTTG no estan aun claros. La inestabilidad genética podna explicar los efectos
transformantes y tumorigénicos de PTTG asi como también su asociacién con la agresividad
tumoral. Y dicha inestabilidad cromosomica de las células hipofisarias hiperplasicas generarian

un ambiente adecuado para el progreso del crecimiento del tumor.

En un estudio reciente de genes asociados al comportamiento celular maligno, pttg fue
identificado como uno de ellos (Ramaswamy ef a/. 2003) aunque la verdadera malignidad en los

tumores hipofisarios es realmente rara.

VASCULATURA DE LA HIPOFISIS NORMAL

La hipofisis en los mamiferos es uno de los tejidos mas vascularizados. Recibe oxigeno y
nutrientes a partir de las arterias hipofisarias superior e inferior gue son ramas directas de la
arteria carotida interna, pero en la glandula existe también un sistema de sangre vencsa
formado por los vasos portales hipofisarios. Estos proveen un medio de comunicacion entre el
hipotalamo y la adenohipdfisis llevando neurotransmisores y otros péptidos hipotalamicos
estimuladores e inhibidores de la secrecion y proliferacion de las células de la hipofisis anterior
(vasos portales largos). Por su parte, la secrecion adenohipofisaria alcanza el lobulo posterior a
través de los vasos portales cortos (Figura 6). Los capilares del sistema porta hipofisario son
fenestrados lo que favorece el intercambio de sustancias con las células endocrinas de la

glandula.
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Figura 6: Vasculatura de hipéfisis. Tomada de Endocrinology: An Integrated Approach, la

glandula hipéfisis p1298.

ANGIOGENESIS

Angiogénesis es la formacidon de nuevos vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes.

Este proceso requiere la division de las células endoteliales, su migracion y diferenciacion dando

lugar a la formacion del lumen de los nuevos vasos y a partir de éstos, la membrana basal.

Durante el proceso también se produce la remodelacion de la matriz extracelular y el

reciutamiento de estructuras vecinas para formar y mantener los nuevos vasos (Folkman &

Shing 1992) La angiogénesis es un proceso altamente controlado, juega un papel fundamental

en situaciones fisioldgicas especificas como el desarrollo embrionario pero se encuentra inhibido

en los tejidos adultos normales salvo excepciones como la reparacion de heridas y durante la

formacion del cuerpo liteo en el sistema reproductor femenino.
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En condiciones patologicas como la retinopatia diabetica, la artritis reumatoidea y la
enfermedad vascular oclusiva también ocurre angiogénesis (Folkman & Shing 1992) (Folkman
1995). Ademas, se ha probado que la generacion de nuevos vasos sanguineos es fundamental

para el crecimiento tumoral y las metastasis (Folkman 1995).

Angiogenesis en adenomas hipofisarnos

En 1984 Elias y Weiner propusieron que la angiogénesis era necesaria para la induccion y &l
crecimiento de los prolactinomas inducidos por estrégenos en ratas Fisher 344 (Elias & Weiner
1984). Por otro lado, Schechier y Gorczyca reportaron la formacion de nuevas arterias
extraportales en los adenomas hipofisarios (Schechter ef a/. 1988). Asimismo la tomografia
computada y la resonancia magnética mostraron un nuevo aporte de sangre arterial directo en
los adenomas (Bonneville et al. 1993). Estas evidencias llevaron a hipotetizar que un nuevo
aporte directo de sangre arterial predispondria al desarrolio de tumores hipofisarios ya que esta
sangre sistémica contendria escasos niveles de factores hipotalamicos, en particular de
dopamina que inhibe la proliferacion de lactotropos (Schechter et @/, 1988). Sin embargo adn
no existen conclusiones definitivas sobre la naturaleza portal o arterial de los nuevos capilares
formados. Varios estudios han demostrado que la angiogénesis en los tumores hipofisarios esta

relacionada con el comportamiento y la respuesta tumoral.

En relacion a ello se han hecho las siguientes observaciones:

Los microprolactinomas son menos vascularizados que los macroprolactinomas (Turner

et al. 2000c);
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Los prolactinomas invasivos son significativamente mas vascularizados que los no
invasivos (Turner et al. 2000b);

Los macroprolactinomas y tumores secretores de ACTH con menor densidad vascular
tienen mayor probabilidad de remision por cirugia que los de alta densidad vascular (Turner et
al. 2000b);
<> Los carcinomas de hipofisis tienen una mayor vascularizacion que los adenomas.
{Jugenburg et al. 1995) (Turner et al. 2000a) (Vidal et al. 2001);

& La expresién en carcinomas del Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF, un
potente factor angiogénico) es mayor que en los adenomas (Lloyd et a/ 1999);
» Los niveles de ARNm para VEGF son mayores en los adenomas que en las hipofisis

normales (McCabe et a/. 2002).

Factores involucrados en la angliogénesis

Si bien el grado de vascularizacion alcanzado por el tejido hipofisario tumoral es controvertido,
no existe duda de que ésta es esencial para la formacion del adenoma.

La angiogénesis es el resultado de un desbalance entre factores pro y anti angiogénicos. Un
gran nimero de citoquinas y factores de crecimiento modulan la proliferacion de células
endoteliales; entre ellos el Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF) y el Factor de
Crecimiento Fibroblastico 2 (FGF-2) son los inductores de angiogénesis mas potentes gue se

conocen (Ferrara & Davis-Smyth 1997) (Bikfalvi et a/. 1997).



Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular

Es un fuerte mitogeno de células endoteliales de la micro y macro vasculatura pero carece de
tal actividad en otros tipos celulares (Ferrara & Davis-Smyth 1997). También es llamado Factor
de Permeabilidad Vascular (VPF) debido a su capacidad para aumentar la permeabilidad del
endotelio mediante la formacion de fenestraciones (Esser et a/. 1998). Dvorak y colaboradores
propusieron que el aumento en la permeabilidad vascular es un paso crucial para la
angiogénesis asociada a tumores y heridas (Dvorak et a/. 1987).

Ademds, VEGF estimula la migracion de las células endoteliales y funciona como un factor
antiapoptético promoviendo la supervivencia de dichas células en los nuevos vasos formados
(Alon et a/. 1995).

VEGF (o VEGF-A) es una glicoproteina dimérica de 46-48 Kda que forma parte de una familia de
péptidos estructuralmente homdlogos como son el Factor de Crecimiento de la Placenta (PIGF),
y también VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D (Ferrara & Davis-Smyth 1997). Por splicing alternativo se
producen distintas isoformas de VEGF, en humanos hVEGF121, hVEGF145 y hVEGF165 son
formas secretadas de VEGF mientras que hVEGF189 y hVEGF206 se encuentran asociadas a

membrana (Ferrara & Davis-Smyth 1997).

VEGF tiene propiedades unicas:

1. Es esencial para la vasculogeénesis y angiogenesis normales durante el desarrollo, ya que
los ratones nulos para el VEGF (VEGF-A-/-) y heterocigotos (VEGF-A +/-) son embriones
letales.

2. Aumenta la permeabilidad vascular al plasma y a las proteinas plasmaticas, una
propiedad caracteristica de la microvasculatura tumoral y un paso temprano critico en la

generacion del estroma tumoral.
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3. El VEGF tiene relevancia clinica evidenciada por su sobreexpresion en una gran variedad
de células cancerigenas humanas.
4 Finalmente, tene un valor potencial en cuanto a la evaluacion del pronostico de

pacientes y como blanco terapéutico.

VEGF actda a través de dos receptores tirosina quinasa de membrana: el VEGFR1 o fit-1 y el
VEGFR-2 o KDR. Ambos receptores unen VEGF con alta afinidad, tienen 7 dominios tipo
inmunoglobulina en su porcion extracelular, una porcion transmembrana unica y el dominio
intracelular con la actividad tirosina quinasa (Ferrara & Davis-Smyth 1997) (Quinn et a/. 1993).
£l VEGF es selectivo para el endotelio vascular porque sus receptores se expresan principal
(aunque no exclusivamente) en {as células endoteliales.

VEGFR-2 parece ser el receptor principal para VEGF en células de endotelio mientras que VEGF-
R1 probablemente funcione regulando la disponibilidad de VEGF en un tejido dado (Risau
1997). Ademas, el PIGF, que se une con aita afinidad a Fit-1 y no a KDR carece de las
propiedades mitogenicas e inductoras de permeabilidad, por lo que la interaccion con KDR seria
critica en la induccion de las respuestas biol6gicas mediadas por VEGF (Park ef a/. 1994) .

Otro miembro de la familla de estos receptores es el VEGFR-3 (Fit-4), no une VEGF pero si
VEGF-C y VEGF-D. Durante la embriogénesis VEGFR-3 se expresa en angioblastos y vénulas y
mas tarde en el desarrollo su expresion queda restringida al endotelio de vasos linfaticos

denotando su rol en la regulacién de la linfoangiogénesis.

VEGF en hipdfisis



VEGF fue originalmente aislado de células foliculoestrelladas provenientes de hipofisis bovina
(Gospodarowicz et a/. 1989) (Ferrara & Henzel 1989) y su presencia fue demostrada en hipofisis
de varias especies y en la linea celular tumoral GH3 (Ferrara & Henzel 1983) (Jabbour et al.
1997) (vidal et a/ 2000). Aproximadamente el 90 % de los tumores hipofisarios humanos
mostraron secrecion de VEGF in vitro (Lotwer et a/. 2001) y varios investigadores detectaron la
proteina por inmunohistoquimica e hibridizacion in situ en adenomas humanos (Nishikawa et al.
1998) (Lloyd et &/ 1999). Existen controversias en cuanto a la expresion de VEGF y su
relacion con el comportamiento tumoral. Lioyd y colaboradores (Loyd et 4/ 1999) hallaron una
menor expresion de VEGF en los adenomas hipofisarios estudiados respecto a la glandula
normal, resultados que se correlacionan con la menor densidad microvascular encontrada para
estos adenomas. Ademas determinaron una mayor expresion de VEGF para los carcinomas
comparados con los adenomas. En cambio Mc Cabe y colaboradores (McCabe ef a/. 2002)
determinaron una mayor expresién del ARNm de VEGF y KDR en los adenomas respecto a las

hipofisis normales.

Factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2)

FGF-2 o FGF basico es un factor mitogénico potente con acciones pleiotropicas sobre células
endoteliales y también sobre el parénquima de distintos tejidos (Okada-Ban et al 2000). Fue
originalmente aislado de hipdfisis bovina (Gospodarowicz et a/. 1984} siendo éste el tejido con
mayor nivel de expresion en los mamiferos.

FGF-2 participa en el desarrolio de la giandula hipofisaria regulando la sintesis y secrecion de

PRL y TSH (Larson et a/. 1990). Es producido principalmente por las células foliculoestrelladas
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(Fenara et al. 1987) aunque existen trabajos que reportan también a los somatotropos y
gonadotropos como fuente de FGF-2 (Marin & Boya 1995) (Schechter & Weiner 1991).

FGF-2 esta involucrado en el desarrollo de la hiperplasia de lactotropos inducida por estrogenos
tanto en condiciones fisiologicas como farmacologicas (Schechter & Weiner 1991) (Heaney et
al. 1999; Heaney et a/. 2002).

En adenomas hipofisarios humanos se encontrd expresion de algunas isoformas de FGF-2 que
tendrian acciones diferenciales en la generacion de este tipo de tumores (Li et al 1992).
Ademas, y a diferencia de los sueros normales donde el factor es indetectable, los pacientes
con tumores hipofisarios tienen niveles sericos preoperatorios de FGF-2 elevados que decaen

luego de la cirugia (Ezzat et a/. 1995).

Antiangiogénesis

El reclutamiento de células endoteliales por los tumores es un evento temprano en la
angiogenesis. Por lo tanto la terapia antiangiogénica tiene el potencial de un tratamiento
anticancer. Folkman en 1971 fue el primero en sugerir la inhibicidn de la angiogénesis como un
modo de tratamiento del cancer (Folkman 1971). La novedad de esta terapia radicaba en el
control del crecimiento tumoral bloqueando estados particulares de la angiogénesis y no en la
destruccion de las células tumorales en forma directa. La busqueda y el estudio de inhibidores
de la angiogéneis han mostrado la necesidad de tener marcadores de angiogénesis del tumor
(Folkman et a/. 2001).

Existen muchos blancos posibles hacia donde dirigir la terapia anti angiogénica pero el mas

importante es VEGF.
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Ya han sido desarrolladas diferentes metodologias para el bloqueo de VEGF o de la accion del
mismo:

Anticuerpos contra VEGF (Avastin)

Anticuerpos contra receptores de VEGF

Receptores solubles que unen VEGF en circulacion

Pequeiias moléculas inhibidoras de los receptores de VEGF

Moléculas que bloguean en forma selectiva 0 evitan la union de VEGF con VEGFR-2,
administrables en forma oral.
Avastin es un anticuerpo recombinante contra VEGF humano que fue humanizado a partir del
anticuerpo monocional original A4.6.1. En estudios de fase III Avastin demostré aumentar la

sobrevida en el tratamiento del cancer metastatico de colon y recto (Hurwitz ef a/. 2004).

Produce la normalizacion de la vasculatura tumoral favoreciendo el acceso de la quimioterapia o
de otras drogas anticancer. Reduce el crecimiento de la vasculatura e Inhibe la progresion del

tumor conduciendo finalmente a la regresion de ambos.

Interacciones autocrinas y paracrinas en hipéfisis y adenomas hipofisarios

Las células hipofisarias sintetizan y liberan numerosos factores de crecimiento y citoquinas, y
también expresan sus correspondlentes receptores. Esto ha llevado a la hipotesis de que la
hipéfisis, ademas de ser regulada en forma endocrina por factores hipotalamicos y hormonas
periféricas circulantes, también lo es por factores producidos localmente, en forma autocrina o
paracrina (Schwartz et al. 1998). Los factores intrahipofisarios podrian tener un rol en la
fisiologia de la hipdfisis al modular la respuesta de sus células a la estimulacion extema (Renner

et al. 1996). En los adenomas hipofisarios se ha observado una expresion alterada de factores
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de crecimiento, citoquinas y sus receptores (Ray & Melmed 1997) (Renner et a/ 1996) vy,
aunque es poco probable que estas alteraciones sean la causa principal de la patogénesis de los
tumores hipofisarios, tales cambios intratumorales podrian contribuir a la produccion excesiva
de hormonas y la perdida de control en el crecimiento de los adenomas hipofisarios (Asa &
Ezzat 1998).



OBJETIVOS

El objetivo general de la tesis es estudiar la génesis y regulacion de los prolactinomas.

Para ello nos valimos de los ratones knockout para el receptor de dopamina D2, que

desarrollan una hiperplasia de lactotropos a los 8 meses y posteriormente un adenoma

verdadero. Nos focalizamos en el estudio de factores de crecimiento y angiogénicos:

VEGF, FGF-2 y PTTG y aplicamos también una terapia antiangiogénica en hipofisis. Se

estudiaron ademas, los factores mencionados en adenomas hipofisarios humanos.

Objetivos particulares:

1. VEGF

2. PTIG

Estudiar la expresion de VEGF en las hipdfisis de los ratones hembra KO
para el RD2.

Determinar su participacion en la proliferacion celular y la secrecion de
prolactina en hipdfisis en forma comparativa en ratones WT y KO para el
RD2.

Evaluar la refacion posible entre el sistema dopaminérgico y el VEGF en
hipofisis.

Determinar el rol de VEGF en la angiogenesis en el modelo experimental.
Analizar los efectos de una terapia antiangigénica bloqueante del VEGF

en hipofisis de ratones hembra KO transplantadas.

Analizar la expresion de PTTG en tres modelos experimentales murinos

de prolactinomas: ratones KO para RD2, ratas seniles y ratas tratadas con

estrogenos en forma crénica.
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3. FGF-2

4.

Estudiar la relacion de PTTG con el sistema dopaminérgico en los 3
modelos empleados.

Comparar la expresion de PTTG en prolactinomas humanos sensibles y
resistentes a la terapia con agonistas dopaminergicos.

Determinar en cada caso los niveles de receptores de estrogencs, la
accion estrogenica a nivel hipofisario y analizar la posible relacion con el

PTTG hipofisario.

Estudiar la participacion de FGF-2 en la proliferacion celular y la secrecion
de PRL en las hipofisis de los ratones hembra WT y KO para RD2.
Determinar la expresion de FGF-2 hipofisario en forma comparativa en los
ratones de ambos genotipos y analizar su posible accién en la hiperplasia
en relacion a su localizacion subcelular.

Evaluar la expresion del receptor de FGF-2, el FGFR1 en hipofisis en el
modelo experimental.

Estudiar la activacion de las MAP quinasas por FGF-2 en las hipofisis de
ambos grupos de ratones en forma comparativa.

Analizar el posible rol de FGF-2 en la angiogénesis de la glandula

hiperplasica.

ADENOMAS HIPOFISARIOS HUMANOS
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Estudiar la expresion de los factores angiogénicos VEGF y FGF2 en
tumores hipofisarios humanos obtenidos de cirugias, en especial en los
prolactinomas resistentes a dopaminérgicos.

Evaluar indices de proliferacion celular y la vascularizacion de los tejidos

tumorales y la posible correlacion con los factores angiogenicos.
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MATERIALES Y METODOS GENERALES

Animailes
Los ratones knockout para el receptor dopaminérgico D2 (RD2), designacion oficial de la

cepa: B6.12952-DrdZ™"™ a cargo del Induced Mutant Resource en el Laboratorio
Jackson (Bar Harbor, ME), fueron generados por mutagénesis dirigida del gen RD2 en
cejulas embrionarias (Kelly et a/ 1997). La cepa hibrida original (12952/Sv X C57BL/6J)
con el alelo mutado para el RD2 fue retrocruzada por ocho generaciones con ratones
siivestres C57BL/6J. Los ratones mutantes y los silvestres fueron en general producto de
cruzas entre ratones heterocigotos.

Las hembras fueron mantenidas en grupos de 4 o 5 por siempre mezclando animales de
distinto genotipo. El ambiente del bioterio cuenta con aire acondicionado y un periodo
de luz-oscuridad controlado: las luces de la sala se encienden a las 7 hs de la maiiana y
se apagan a las 19 hs de la tarde. Los animales tienen libre acceso a la bebida y
aiimento.

El genotipo de los animales fue determinado por PCR a partir de ADN genomico (Diaz-

Torga et al. 2002). Todos los procedimientos experimentales fueron revisados y
aprobados por el comité de cuidado y uso de animales del Instituto de Biologia y

Medicina Bxperimental, Buenos Aires.

Drogas
A menos que se especifique para un caso particular, todas las drogas utilizadas fueron

compradas en Sigma (St. Louis, MO)



Experimentos in vivo
-Tratamiento con antagonistas dopaminérgicos: Ratones hembra wildtype de 8 meses

de edad fueron divididos en diferentes grupos y tratados con el antagonista de
receptores D2 de larga duracién decanoato de haloperidol (HALOPIDOL®, Janssen-
Cilag, Beerse, Belgium), en la dosis de 30 mg/Kg/semana en forma subcutanea durante
tres semanas 0 5 mg/Kg/dia de haloperidol en ciclodextrina en forma intraperitoneal
durante 14 dias. Los grupos controles fueron inyectados de la misma manera con aceite
de castor 0 solucién de cidodextrina los dias correspondientes.

-Tratamiento con agonistas dopaminérgicos: Otros dos grupos de ratones hembra
wildtype fueron inyectados con solucion salina (controles) o con el agonista
dopaminérgico cabergolina (0,5 mg/Kg, sc, Laboratorios Beta, Buenos Aires) por tres
semanas, dos veces por semana.

-Tratamiento con estradiol: Otros grupos de animales, wildtype y knockout en este caso,
fueron Inyectados con valerato de estradiol (Progynon® Depot, Schering, Buenos Aires),
0,2 mg/Kg sc 0 aceite de castor para los controles, 2 inyecciones en total, 72 y 24 hs

antes de obtener las muestras en el sacrificio de los animales.

L DOTISATIAS ¢

Animales de ambos genotipos fueron sac

DErsas

dos por decapitacion rdpida. Las hipdfisis

BNG

completas fueron removidas en hielo, separadas de la neurchipdfisis y ubicadas en
camaras con DMEM: medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco de PH 7,5. En
flujo laminar se cortaron los tejidos en fragmentos pequefios con bistur.
Posteriormente, se incubaron por 30 minutos en estufa a 37°C con 95% O; y 5% CO;

en el mismo buffer conteniendo 0.5% de tripsina. Luego fueron tratados con 1 mg/ml



de DNAsa I (Worthington Biochemical Corp., Lakewood, NJ) por dos minutos mas y la
digestion enzimatica se detuvo con el agregado de exceso de suero fetal bovino al 2,5
% y posteriores lavados con DMEM. Los fragmentos tisulares se dispersaron en células
individuales por trituracion suave a través de pipetas Pasteur. La suspension resultante
fue filtrada a través de una maila de nylon (160 pm) y centrifugada 10 minutos a 1000
rpm. Previo a la centrifugacion, se tomo una alicuota de la suspension celular para
cuantificar e rendimiento celular del tejido, que se realizo por conteo en camara de
Neubauer. La viabilidad celular se determind por el método de exclusién de Azul Tripan,

y fue siempre mayor del 90%.

Culti imario de célul ienohipofisari
El pellet celular fue resuspendido en DMEM, suplementado con 10 % de suero de

caballo, 2,5 % de suero fetal bovino, 1% de aminoacidos no esenciales, 2 mM de
glutamina, y 25 ng/mi de gentamicina. Las células se sembraron en placas de cultivo
estériles a una densidad de 35.000 células/pocillo para las de 96 pocillos y 250.000 o
375.000 células/pocillo para las placas de 24 pocillos segun el experimento y se
incubaron en estufa a 37°C con 95% de O, y 5% de CO, en presencia o ausencia de
10® M de estradiol. Cumplidas 96 hs. en cultivo, las células se lavaron dos veces con
DMEM/F-12 (con 2,2g/l de NaHCO; y albamina bovina (BSA) al 0,1%) y fueron
preincubadas en este medio libre de suero durante 3 hs antes del agregado de los
estimulos (10 y 30 ng/ml de VEGF, 1 y 10 ng/mi de FGF-2 que se mantuvieron por 48

hs. En cada cultivo los tratamientos se aplicaron por cuadruplicado.

Los medios condicionados fueron colectados después de las 48 hs de incubacion con los

estimulos. Estos fueron conservados a -20°C hasta el momento de su procesamiento.



Radioi (RIA)
Se determinaron por este método los niveles de PRL de raton en los sueros y en los

medios de cultivo de celulas adenohipofisarias. Se midieron ademas en estos medios

condicionados, los niveles de VEGF secretados por las células hipofisarias.

RIA de Prolactina
Se usé un kit provisto por el Instituto Nacional de Diabetes y de Enfermedades

Digestivas y Renales (NIDDK), Instituto Nacional de Salud, Estados Unidos (NIH, USA}).
Los resultados se expresaron de acuerdo a la preparacion de referencia RP; Los
coeficientes de variacion intraensayo e interensayo fueron 7,2 y 12,8%,

respectivamente.

El protocolo de rutina fue el siguiente: La curva de concentraciones del standard de
referencia y la dilucion de las muestras fue realizada en buffer de ensayo: buffer fosfato
(PBS) con 1% de albumina de huevo (EA). La solucion de PBS fue compuesta por buffer
fosfato 0,01M, NaCl 0,15M y 0.01% azida sodica, pH final 7,4. El primer anticuerpo (1gG
policlonal de conejo anti-PRL de raton, NHPP-NIDDK, dilucion de trabajo 1:100000) y la
hormona marcada (aproximadamente 10000 cpm/tubo) fueron agregados a los tubos
patrones y de muestra, los cuales fueron posteriormente incubados a temperatura
ambiente durante 24 hs. Al dia siguiente, el segundo anticuerpo (suero policlonal de
oveja anti-IgG de conejo, dilucion de trabajo 1:90) fue agregado al ensayo e incubado a
4°C por 24 hs. Luego de esta incubacion se separé la hormona libre de la unida ai
anticuerpo especifico por centrifugacion refrigerada (4°C, Beckman Instruments) a 3000

rpm durante 30 min. El sobrenadante fue aspirado y se midio la radioactividad asociada
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al precipitado (correspondiente al complejo hormona-anticuerpo) en un contador vy

Hewlett Packard (eficiencia: 82%).

RIA de VEGF
Para la determinacion del VEGF por RIA en medios condicionados liofilizamos la muestra

para concentrarla, 800 ul de medio condicionado original se resuspendieron en 200 ul de
PBS después de la liofilizacion. Desarrollamos un RIA especifico de acuerdo al método
descripto por Anthony y colaboradores (Anthony et a/ 1997). Se usé VEGF
recombinante humano como estandar y como trazador. Dos ug de VEGF fueron
iodinados con 0,7 mCi de 2° en buffer fosfato 0,5 M por el método de la doramina T. Ei
VEGF marcado fue separado del factor frio por exclusion molecular a través de una
columna de Biogel P10 (Bio-Rad Laboratorios, Hercules, CA).

ta mezcla de reaccion consistio en 200 ul de estandar o muestra diluida en buffer de
ensayo: 200 mg/l de sulfato de protamina, 4,14 g/l de fosfato monobasico de sodio,
0,05% de Tween 20, 0,01 M de EDTA y 200 ug/ml de heparina (Gibco, Buenas Aires,
Argentina), 100 ul de trazador radiactivo y 100 ul de anti-VEGF hecho en conejo (Sanfa
Cruz Biotechnology 1:5000). Luego de una incubacion de 24 hs a 49C, se agregaron a
cada tubo 500 ul de polietilenglicol al 5% en PBS (Merk-Schuchardt, Hohenbrunn,
Alemania), anti- IgG de conejo hecho en oveja al 1% y 0,05 % de suero nommal de
conejo. Los tubos se incubaron 2 hs a temperatura ambiente y luego una hora a 4 °C.
Se hizo una centrifucacion en frio a 2000 rpm durante 30 min, se descartaron los
sobrenadantes y se midio la radiactividad del pellet en contador y. La sensibilidad dei
ensayo resulto ser de 0,6 ng/tubo. El coeficiente de variacion intraensayo fue del 10% y

se obtuvo un paralelismo entre las diluciones seriadas de medio condicionado de



hipofisis de raton y la curva estandar de VEGF humano. No hallamos reactividad cruzada

con FGF-2 o IGF-1.

Western Blot
Preparacion de las muestras Las adenohipdfisis de los ratones y ratas que recibieron

tratamientos /i vivo se homogenizaron en hielo en 80 ul de buffer Tris-HClI 60 mM -
EDTA 1 mM, pH 6,8 y un mezcla de inhibidores de proteasas: fluoruro de fenil metil
sulfonilo (PMSF) y otra mezcla preformada de los inhibidores TPCK, TAME, ZPCK y TLCK
con un homogenizador manual. El homogenato se centrifugd a 800g durante 5 min a
4°C. Una alicuota del sobrenadante se separo para la medicion de proteinas por ei
método de Lowry y 10 ul del mismo conteniendo 30 ug de proteinas se mezclaron con
10 ul de buffer de muestra 2X (Tris-HCl 60 mM, SDS 4 %, 20 % de glicerol, azul de
bromofenoi al 0,02%, ditiotreitol 50 mM, pH 6,8). Las muestras se sonicaron por 20
segundos y se calentaron a 95°C S min antes de sembrar.

Las células hipofisarias provenientes de cultivo se lisaron en hielo en la placa con buffer
de muestra 1x, se transfirieron a tubos y se procesaron de la misma manera que ios
homogenatos.

Separacion de proteinas Se tilizaron geles de poliacrilamida con SDS 6, 12 y 15%
segun el peso molecular de la proteina a detectar. Luego de la corrida las muestras
iueron transferidas a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, Buenos Aires, Argentina) en
buffer de transferencia (glicina 1,4%, Tris Base 0,3% y metanol 20%, PH 8,3].
Western Blot Las membranas obtenidas de la corrida electroforética se incubaron
sucesivamente en agitacion con: 1) leche en polvo descremada 5% en PBS-Tween (PBS-

T) para bloquear los sitios inespecificos durante 1h.; 2) el primer anticuerpo
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(monoclonal en raton, policlonal en conejo o en cabra) diluido en PBS-T-BSA (PBS-T con
€l agregado de BSA 1%) toda la noche a 4°C y 3) el segundo anticuerpo (anti-IgG
policlonal de ratén, de conejo o de cabra) conjugado a la peroxidasa de rabanito y
diluido en PBS-T-BSA. Luego de cada incubacion se lavo 3 veces por 10 min con PBS-T.
El control negativo se realizé6 por medio de una incubacién sin primer anticuerpo para
alguna de las muestras sembradas. Siempre que fue posible se sembré un control
positivo de la proteina buscada, ya sea un lisado celular con alto nivel de expresion o un
estandar comercial.

Los pesos moleculares se calcularon a partir de la corrida de estandares pretedidos y
biotinilados. Se reveld con un kit comercial de quimioluminiscencia (Westem Blotting
Luminol Reagent) utilizando placas de revelado AGFA.

Las intensidades de banda se cuantificaron por medio de un escaner AGFA y del
programa ImageQuant.

Anticuerpos primarios monodionales hechos en raton anti-p-ERK1/2 1:1000 de Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA, anti-ACTINA 1:10.000 de Lab Vision, Fremont CA.
Anticuerpos primarios polidonales hechos en conejo anti-VEGF, 1: 800, anti-PCNA
1:1000, anti-Receptor de Estrogenos a 1:500, anti ERK 1 1:1000, anti-FGFR 1:800.
Todos comprados en Santa Cruz Biotechnology, anti-PTTG de Santa Cruz o cedido por
S.S. Kakar, ambos usados 1:1000,

Anticuerpos primarios polidonales hechos en cabra anti-CD31 de Santa Cruz
Biotechnology.

Los valores de intensidad para cada proteina se dividieron por el valor obtenido para la
intensidad de actina y dicha relacion se expresé en unidades arbitrarias. Para el estudio

de la activacion de MAP kinasas, la intensidad de la banda de p-ERK se relativizo a la



ERK total. Entre incubaciones de una misma membrana con distintos anticuerpos
primarios se realizo sobre la misma una incubacion con buffer de stripping (Tris-HCl 62,5

mM, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 100 mM, pH 6,7) durante 40 min a 50°C.

E ion de ARN d .
Se extrajo la adenchipdfisis de los animales en hielo y en condiciones libres de ARNasas

para lo cual se la coloco en 100 ul de Trizol hasta el momento de la extraccion del ARN
total. Esta extraccion consistid en una homogenizacion del tejido con homogenizador
manual, una sonicacion de 10 segundos en frio y una incubacion de 5 min a 30°C.
Luego se agregaron 80 pl de cloroformo, se incubd 2 min a 30°C y se centrifugd 15 min
a 12.000 g para precipitar las proteinas. Se obtuvo el sobrenadante y se le agregd 200
ui de isopropanol, se incubd 10 min a 30°C y se centrifugé 10 min a 12.000 g para
precipitar al RNA. Se elimind el sobrenadante y se colocaron 400 pl de etanol 70% para
lavar el precipitado. Se centrifugd nuevamente 5 min a 7.500 g, se elimino el
sobrenadante y se sect el precipitado al aire durante 15 min. Finalmente se lo
resuspendio en 20 pl (controles) o en 40 pl (tumores) de agua con dietilpirocarbonato
(DEPC), se chequed su integridad comriendo una muestra en un gel de agarosa con
formaldehido, se cuantificé por espectrofotometria al ultravioleta (Beckman Coulter) y se

lo guardé a -70°C para su posterior utilizacién en la RT-PCR.

. -« - . - n n
DGO A= PN ON Caueiile O 14 PA NeIay< -

pa de esta técnica es la retrotranscripcion (RT) del ARN a ADN copia

Retrotranss

La primera eta

(cDNA) por medio de la retrotranscriptasa M-MLV-RT.Se realizé la retrotranscripcion de

ARN total a ARN mensajero, para esto se incubaron 1,5 pg de cada muestra del ARN
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total extraido con la mezcla de reaccion de RT (M-MLV-RT 200 unidades/muestra
(Invibogen), primers al azar 1 pg/muestra, dNTPs 1 mM, el inhibidor de ARNasas
(RNAsin, Invitrogen) 5 unidades/muestra, buffer de enzima 5 pl/muestra, en un
volumen final de 25 ul) por 60 min a 37°C. Finalmente se incubé 10 min a 70°C para
inactivar la trascriptasa. Los controles negativos (para descartar posible contaminacién
con ADN genomico 0 ARN foraneo) consistieron en no colocar la enzima RT o no colocar
la muestra de ARN en los tubos respectivamente.

La segunda etapa de la técnica es |a reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la
que se incuban los productos de la reaccion de RT en una nueva mezcla de reaccion, de
30 ul finales, especifica para cada ADNc. La PCR se realizd en un termociclador
Eppendorf segin un programa de ciclado, también especifico para el gen a amplificar.
Los pasos comunes para las reacciones de PCR fueron: un paso inicial de calentamiento
de 3 min a 95°C seguido de n ciclos de desnaturalizacion a 94 °C por 60 seg, annealing
0 pegado de los cebadores al molde de ADN de 60 seg y el paso de extension a 72 °C
de 50 seg. Al programa se le afladid un paso de extencién final de 5 min a 72 °C. Las

condiciones particulares para la amplificacién de cada gen fueron las siguientes:

VEGF G3PDH

Secuencia de los cebadores
GACGTCTACCAGCGAAGCTAC CTCACGGCAAATTCAACGG
directos (5" >3")

Secuencia de los cebadores
GGTTTGATCCGCATGATCT | CTTTCCAGAGGGGCCATCCA
inversos (5" »3)




Nucledtidos (directo) 130-150 195-213
Nucledtides (inverso) 311-329 602-621
tongitud del amplicon (pb) 200 427
referencia (Claffey et a/. 1992) (Sabath et &. 1990)
MgCl; (mM) 1,5 1,5
ADNC (ul) 1,6 13
Taq ADN polymerasa (U) 15 1,0
Temp de annealing (°C) 58 55
Ciclos (nro) 32 26
Gen secuencia del | ubicacion | secuencia del cebador | ubicacion | Longitud del | ciclos | Temp
cebador indirecto (5°—3") producto annealing
directo (pb)
(5:'>3%)
PTTG CAGCCGTGC 463-482 | GATAGAAAGGGTGTC 799-820 358 35 58°C
ratén CTAAAGCCA TTCAGAG
GC

Se realizaron experimentos de prueba usando distintas concentraciones de ARN total y

distinto nimero de ciclos en fa PCR para determinar las condiciones en las cuales la

reaccion de PCR estuviera en su fase de lineal de amplificacion.
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Los productos de PCR fueron resueftos por electroforesis en un gel de agarosa 1,8%
donde el ADN amplificado fue visualizado con Bromuro de Etidio. El analisis
densitométrico de las bandas se hizo a través del software Scion Image y la intensidad

de Ias bandas de VEGF y de pftg fue normalizada con la de G3PDH.

Estudios d liferacié

Medicion de la incorporacion de *[H]-Timidina
El procedimiento para el cultivo primario de las células adenohipofisarias fue el mismo

que ya describimos. Inmediatamente después de aplicados los estimulos, se agregaron
0,2 uCi de *[H]-Timidina/pocillo. Luego de 24 hs. de incubacion, el medio se descarto y
las células fueron incubadas 20 min. en solucion de lisis (0,05% de tripsina, 0,02%
EDTA en agua desionizada). Posteriormente, el medio fue filtrado por vacio y la fraccion
nuclear recogida en filtros GF/C Whatman (la cosecha se realizdé en un cosechador
automatico para placas de 96 pocillos). Luego de 5 lavados con agua desionizada, los
filtros se dejaron secar y se colocaron en viales plasticos que contenian 0,5 ml de
solucién de centelleo (Optiphase®). La radioactividad asociada a los filtros fue analizada

en un contador Beckman de centzlieo p.

Medicion de la proliferacion con MTS
La proliferacion de las células adenohipofisarioas también se determino por un metodo

colorimétrico a través de un kit comercial: ensayo de proliferacién no radiactivo (Cell
Titer 96 AQuesous, Promega). Luego de 48 hs de incubacion con los estimulos

correspondientes, se agregaron a las placas de 96 pocillos los reactivos MTS y PMS por



media, una y dos hs. en estufa a 37 °C. Esta incubacion lleva a la formaciéon de un
producto de formazan debido a la reduccion del MTS por las células vivas. Dicho
producto fue detectado a 490 nm en un lector de ELISA (Sensident scan, Merck)

Por este metodo también construimos una curva de proliferacion en el tiempo en forma
comparativa en los distintos genotipos. Para esto, una vez plaqueadas las células, se
hicieron lecturas a 490 nm a los tiempos: 0 y 5 hs, y a las 1,2,3,4,5 y 7 dias. Ademas,
en un grupo de experimentos, €l medio de cultivo fue removido y cambiado por medio

fresco para poder cultivar las células por 4 dias mas en medio con suero.

Cultive de célul jotelial | liferacis
Células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) fueron aisladas por digestion

enzimatica con colagenasa segun fue descripto en (Jaffe ef a/. 1973).

Las células se cultivaron en flasks T75 en medio M199 suplementado con 20% de suero
fetal bovino, factores de crecimiento: 2ng/ml de FGF-2, 10 ng/ml de VEGF y 5ng/ml de
EGF y 50 ug/ml de gentamicina a 37°C en atmosfera humidificada, con 5% de CO2 en
aire. El medio de cultivo se cambi6 cada 72 hs y las células de cultivos confluentes se
lavaron con PBS y se levantaron con tripsina al 0,05% (p/v) y EDTA 5 mM para ser
subcultivadas. Los estudios de proliferacion fueron hechos con HUVEC de pasajes 4 a 8.
La proliferacion de las células endoteliales fue medida por la incorporacion de *[H]-
Timidina de la siguiente manera: se sembraron en placas de 96 pocillos 2.500
células/pocillo/100ul y se incubaron durante 2 hs, luego se agregaron 50 ul de FGF-2 de
2ng/ml de concentracion final, 10ng/ml de VEGF, 1ng/ml de EGF o 50 ul de medio
condicionado proveniente de cultivo de células hipofisarias. En todos los casos se

sembraron pocillos con y sin anticuerpos anti- FGF-2 o VEGF a una concentracion de 2



ug/ml. Se hizo una incubacion de 24 hs antes del agregado de 5uCi/mi de 3[H]-Timidina.
Luego de 48 hs se frend el experimento con 50 ul de Guanidina-HCl y las células se
lisaron con congelacion-descongelacion. EI ADN se colecto en filtros GF/C Whatman a
través de un cosechador de 8 canales (Cell Harvester 8, Nunc) y 1 mi de solucion de
centelieo (Optiphase Hifase 3). La radioactividad asociada a los filtros fue analizada en

un contador Beckman de centelleo p.

I hitoquimica (IHO) FGF-R, S-100 v YWE
Para detectar la presencia de FGF-R se utilizé el anticuerpo Fig (C-15) (Santa Crugz,

Biotechnology,Inc) para $-100, un marcador de células foliculo estrelladas, se uso el
anticuerpo Ab2 de Lab Vision y para el Factor de von Willebrand, marcador de endotelio,
el anticuerpo policlonal de conejo de R&D Systems. Las hipofisis fueron fijadas eri
formalina e incluidas en parafina. Se cortaron secciones del taco de parafina de 4 um en
micrétomo y se montaron en portaobjetos de vidrio. Las secciones fueron rehidratadas
en alcohol, lavadas en PBS y tratadas con HO, 3% en PBS durante 20 min. a
temperatura ambiente para inhibir la peroxidasa endogena. Los cortes fueron
preincubados con leche descremada al 5% durante 1 h para bloquear los sitios de union
inespecifica. Luego se hizo la incubacion con el primer anticuerpo diluido en PBS 1:10C
durante la noche a 4°C, seguidamente los cortes fueron lavados con PBS e incubados a
temperatura ambiente durante 1 h. con segundo anticuerpo biotinilado anti-IgG de
conejo, y luego con un complejo de avidina y biotina (ABC) preformado, por 30 min.
(vectastain ABC kit Vector Labs, Burlingame, CA) Después de los correspondientes
lavados se agregd una solucion de 3, 3'-diaminobenzidina (DAB) 0,05% (Sigma, St.

Louis, MO., U.S.A.) en buffer Tris 0,1 M, pH 7,2 conteniendo 0,01% de H,0,. Se siguid
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€l desarrollo del color marron al microscopio, se detuvo la reaccion por inmersion en
PBS, y las secciones fueron contratefiidas con verde de metilo para el caso del FGFR o
con hematoxilina para S-100 y vWF; deshidratas y montadas con DPX (Biochemika,
Fluka, Alemania). Las células inmunoireactivas fueron fotografiadas con un microscopio
Zeiss Axiostar plus equipado con una camara digital Cannon PowerShot G6. La
intensidad de la marca en las células inmunomreactivas para FGF-R fue determinada con
un analizador de imagenes (Optimas, Bioscan). Se realizaron cuatro cortes por hipdfisis,
y se analizaron 4 4reas por corte. Cada grupo de ratones constaba al menos de cuatro

individuos.

La preparacion de las muestras se hizo de la misma manera que para el FGF-R, como asi

también la rehidratacion de los cortes. Se llevé a cabo una recuperacion de antigeno con
20 ug/mi de proteinasa K por 10 min previa al bloqueo de sitios inespecificos de union
con leche descremanda al 5 %. La incubacion con el primer anticuerpo (anti-FGF-2
policlonal hecho en cabra 1:100, Santa Cruz Biotechnology) se hizo durante toda la
noche a 24 °C. Finalmente se incubd con segundo anticuerpo anti-cabra hecho en conejo
acoplado a FITC (Zymed Laboratorios Inc. San Francisco, CA) 1:100 por 1,5 hs. Los
cortes fueron contratenidos con yoduro de propidio y montados con Vectashield (Vector
Labs) que contiene un agente que impide el decaimiento de la fluorescencia.

Para estudiar la especificidad del anti-FGF-2 se hicieron controles que omitieron dicho
anticuerpo y también se lo preabsorbié con exceso de antigeno antes de la incubacion.

En ambos casos vimos ausencia de la marca de fluorescencia. Las secciones se
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analizaron en un microscopio confocal Nikon C1 Plan Apo. La longitud de onda de
excitacion fue de 488 nm para el FITC.
La inmunorreactividad de FGF-2 en el nudeo fue determinada como indice nuclear,

calculado como el porcentaje de células hipofisarias con marca nuclear para FGF-2

respecto a las células totales en cada seccion.

Se procedio de la misma manera que para la IHQ simple para FGF-2 con excepcion de
que la recuperacion de antigeno se hizo con 3 ciclos de 3 min en microondas a 600W en
buffer citrato de Na 10 mM PH 6. Posterior al bloqueo se incubaron durante toda la
noche a 4 °C los anticuerpos primarios: anti-VEGF hecho en pollo combinado con
anticuerpos para las distintas hormonas hipofisarias: anti-TSH, anti-PRL, anti-GH, anti-
LH y también anti-S100, todos hechos en conejo. Los anticuerpos contra las hormonas
fueron del NHPP-NIDDK. La incubacion con los segundos anticuerpos fue de 2 hs a
temperatura ambiente con anti-conejo-FITC hecho en cabra y anti-pollo-Texas Red
hecho en cabra.

Los preparados se montaron con Vectashield y se analizaron en el microscopio confocal
como se hizo con FGF-2. La longitud de onda de excitacion de Texas Red fue de 543
nm.

Para FGF-R, se uso el anticuerpo Fig de Santa Cruz que se reveld con el anti-conejo-
FITC hecho en burro. En este caso se combiné con anti-PRL hecho en cabra (detectado
con anti-cabra-Texas Red hecho en burro) o con anti-GH hecho en mono (detectado con

anti-mono-Texas Red hecho en cabra).
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extemo respectivamente (Dow Coming Corporation Midland Michigan, USA) para

transplantar hipéfisis de ratones hembra de 8 meses KO para RD2 donantes, a hembras
receptoras WT de la misma cepa y edad. En los tubos, de 5 -7 mm de diametro se hizo
una incisién de 3 a 5 mm. dejando ambos extremos abiertos. Los tubos se sumergieron
en solucion salina 1 h antes de la operacién como minimo.

Las hipdfisis a implantar se obtuvieron por decapitacion de los animales KO donantes y
fueron removidas en forma rapida y en condiciones de esterilidad. Se introdujeron en los
tubos de silastic manteniendo la incision abierta mediante con una pinza estéril. Se
colocéd una hipdfisis KO/tubo y ésta recuperd su forma una vez que el tubo recuperd

volvid a su estado original.

Figura 1: Tubo de silastic utilizado para el transplante de hipdfisis de ratdn. En la parte superior
del tubo se observa la incisién por donde de introdujo la hipSfisis dentro del tubo. Ambos
extremos de dejaron abiertos.

El implante subcutdneo de los tubos se hizo a través de una incisién en el lomo de
aproximadamente un cm bajo anestesia de 7mg/Kg de xilacina y 80 mg/Kg de
Ketamina. La zona de la incisién se cosié y los animales se mantuvieron en ambiente
calido hasta su recuperacion total. Todos los procedimientos quinirgicos se realizaron en

condiciones asépticas.
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Iratamient VEGE-Trap local en hipsfisis § lantad
El VEGF-Trap (R&D Systems Minneapolis, MN) actla como un inhibidor de VEGF.

Compuesto por la porcion extracelular del VEGFR1 de raton bloquea la accion del VEGF
iibre impidiendo que se una a su receptor VEGFR2.

Se inyectd este inhibidor dentro del tubo de silastic de 2 transplantes de hipofisis KO a
fazon de 2 ug/20 ul /inyeccion dos veces por semana durante 2 semanas. Los animales
controles: otros 2 wansplantes de hipéfisis KO recibieron 20 ul def vehiculo (BSA 0,1%

en PBS).

IHQ de mPRL y VIWF en los tejidos transplantados
Luego del tratamiento los animales fueron sacrificados y cuidadosamente se extrajeron

105 tubos de silastic junto con el tejido conectivo externo y las hipdfisis en su interior.

El tubo de silactic se separd cuidadosamente de los tejidos y estos fueron fijados e
formalina e incluidos en parafina como de rutina.

Con la técnica ya descripta se realizaron THQ para PRL y para vWF (1:100 R&D
Systems). En ambos casos se reveld con DAB y se contratiiié con hematoxilina.

Las células inmunorreactivas fueron analizadas con un microscopio Zeiss Axiostar plus
equipado con una camara digital Cannon PowerShot G6. La intensidad de la marca en
las células inmunorreactivas fue determinada con un analizador de imagenes (Optimas,

Bioscan).



ra la de i0 F-2
Se us6 un kit de ELISA comercial: Quantikine FGF basic Immunoassay (R&D Systems)

para cuantificar el contenido de FGF2 en homogenatos de hipéfisis de ratén, lisados
celulares y medios condicionados de cultivos de hipéfisis de hembras WT y KO para
RD2. Los homogenatos fueron extraidos previamente con particulas de heparina unida a
sefarosa (Pharmacia Biotech, NJ) aprovechando la capacidad del FGF-2 de unirse a la
heparina. En buffer Tris-HCl 10 mM se dejaron reaccionar en agitacion las particulas cori
la muestra, previa cuantificacion de las proteinas. Luego del lavado de las particulas se
desprendio el FGF-2 con usa solucion de alta fuerza idnica.

Se siguieron las especificacioenes del fabricante del kit de ELISA. La minima dosis

detectable con el kit es de 3pg/ml y no muestra reactividad cruzada con otros péptidos.

Estadistica
Capitulo 1, VEGF: Los resultados se expresan como valores promedio + ES. La expresion

de VEGF y de los receptores de estrogenos i1 vivo, y la liberacion de prolactina in vivo e
in vitro, fueron analizadas por ANOVA de 2 factores con medidas independientes para
los efectos de genotipo y tratamiento con estrégenos. La expresién de PCNA in vivoe in
vitro, la liberacion de VEGF /n vitro, la captacion de Timidina y el experimento con
cabergolina se analizaron con el test de Student. El VEGF y la PRL en el experimento de
haloperidol se analizaron por ANOVA de un factor. El ensayo de proliferacion con MTS y
la liberacion de PRL por VEGF, y el efecto del medio condicionado sobre la proliferacion
de HUVEC se estudiaron con ANOVA de 2 factores. La curva de proliferacion en el
tiempo se analizé por ANOVA de 2 factores con medidas repetidas. Si el P de interaccion

resulto significativo, los promedios individuales se compararon con el test de Tukey; si la
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interaccion no resulto significativa os grupos de medias se analizaron por el mismo test
original. P<0,05 se considero significativo.

Capitulo 3, FGF-2: Los resultados se expresan como valores promedio + ES. La
expresion de FGF-2, FGFR1, el indice nuclear de FGF-2 por inmunohistoquimica y la
activacion basal de proteinas quinasas activadas por mitégeno (MAPK) se analizaron
mediante el test de Student. Los ensayos de proliferacion de MTS y de captacion de
’[H]-Timidina, la liberacion de PRL in vitro por FGF-2 y el efecto del medio condicionado
sobre la proliferacion de HUVEC se analizaron por ANOVA de 2 factores para medidas
independientes para los efectos de genotipo y tratamiento. La fosforilacion de MAPK
inducida por FGF-2 para distintos tiempos se estudio por ANOVA de 2 factores para
medidas repetidas. En todos los casos, si el P de interaccion dio significativo, las medias
individuales se compararon con el test de Tuckey; si la interaccion no resulto
significativa, los grupos de medias se analizaron por el mismo test original. En los
cultivos celulares el N indica el numero de experimentos independientes, en cada uno se
usaron al menos 5 hipofisis WT y 3 KO, y los tratamientos se aplicaron por

cuadruplicado en cada experimento. P<0,05 se considero significativo.



CAPITULO 1

1. FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIQ VASCULAR
EGF

INTRODUCCION

Como ocurre para otros tipos de tumores, el crecimiento de los adenomas hipofisarios
requiere de una adecuada vascularizacion una vez que el tumor sobrepasa unos pocos
milimetros de tamafio (Folkman & Shing 1992). Durante el desarrollo de tumores
secretores de prolactina inducidos por estrogenos en ratas ocurme una marcada
angiogénesis de naturaleza arterial (Elias & Weiner 1984). Mas adn, el crecimiento de
estos tumores puede inhibirse en forma significativa con agentes antiangiogénicos
(Takechi 1994) .

Como se menciono anteriormente, VEGF es uno de los factores angiogenicos mas
potentes que se conoce (Ferrara & Davis-Smyth 1997). La expresion de esta
glicoproteina dimérica de 43-46 KDa se encontrd aumentada en muchos tumores
fuertemente vascularizados como los de cerebro, colon y tracto gastro intestinal, ovario,
mama y otros (Ferrara et a/. 2003).

Estudios sobre vascularizacion tumoral en ratones nude indicaron que la expresion de
VEGF es citica tanto para la angiogénesis como para la tumorogénesis. {Kim et al.

1993) (Saleh et al. 1996).
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Los estudios que relacionan la expresion de VEGF y tumorogénesis hipofisaria no son
muchos, y algunos presentan datos contradictorios, pero en particular nada se ha
estudiado de VEGF en relacion a la hiperplasia hipofisaria del raton knockout RD2.

VEGF ha sido detectado en todos los tipos de adenomas hipofisarios humanos, en
especial en los de corticotropos y somatotropos (McCabe ef a/ 2002). Banerjee y
colaboradores en 1997 asociaron la expresion de VEGF y KDR, su principal receptor, al
desarrolio de tumores secretores de prolactina en ratas tratadas con estradiol (Banerjee
et al. 1997), y el rol de VEGF en el desarrolio de tumores hipofisarios dependientes de
estrogenos fue también avalado por el hecho de que los niveles de VEGF no se
incrementan luego del tratamiento estrogénico en ratas Brown Norway resistentes a la
generacion de tumor (Cracchiolo et a/, 2002).

Si bien las hembras knockout para el RD2 tienen bajos niveles de estrogenos
circulantes, la pérdida del control inhibitorio dopaminérgico sobre los lactotropos podria
estar brindando un ambiente permisivo para la accion de factores estimulatorios que
lieven a la proliferacion, angiogénesis y el desarrolio de tumores.

tlias y Weiner en 1987 determinaron que la bromocriptina (un agonista dopaminérgico)
era capaz de inhibir la arteriogénesis y el desarrollo de tumores en la hipofisis anterior
de ratas tratadas en forma cronica con estrogenos (Elias & Weiner 1987). De esta
manera quedaba establecida una relacion entre la dopamina y la generacion de nuevos
vasos sanguineos en las hipéfisis tumorales, aunque en ese entonces no se habia
dilucidado ain qué factor inducia el desamollo de las nuevas arterias que aportaban
sangre sistémica al tumor con concentraciones subfisiolégicas de dopamina (Elias &

Weiner 1984). No obstante se hipotetizaba que el estradiol podria estar actuando



directamente sobre la células endoteliales o indirectamente estimulando la produccion
de algun factor angiogénico en las células hipofisarias.

Otra asociacion entre angiogénesis y dopamina surge del analisis de pacientes
esquizofrénicos que estan relativamente protegidos contra el desarrolio de tumores

(Teunis et al. 2002). Teunis y colaboradores asociaron la hiperreactividad del sistema
dopaminérgico con una angiogénesis y crecimiento tumoral reducidos. Los autores
demostraron que las cepas de ratas con alta reactividad dopaminérgica desarroliaban
tumores mas pequefios y menos vascularizados que las ratas con sistema
dopaminérgico poco reactivo. Dichos autores comprobaron que en las ratas del primer
grupo la expresion de VEGF se encontraba disminuida y eso las hacia mas resistentes a
los implantes de tumores y al desarrollo de metastasis (Teunis et a/. 2002).

Finalmente, se ha descripto que la dopamina actuando a través del RD2 tiene acciones
antiangiogénicas en células endoteliales inhibiendo la actividad permeabilizante y
angiogénica de VEGF como asi también el desamolio de tumores malignos (Basu et a/.
2001).

Estos trabajos motivaron nuestro interés en el estudio de la expresion de VEGF en las
hipdfisis de los ratones hembra knockout para el RD2. Decidimos analizar los niveles de
expresion de VEGF, su localizacion y regulacion por estrogenos como asi también los
efectos de este factor sobre la secrecion de prolactina y la proliferacion celular en el

modelo experimental de hiperplasia hipofisaria de ratones knockout para el RD2.
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RESULTADOS
VEGF EN HIPOFISIS

Contenido hipofisario de VEGF en hembras WT y KO para RD2

El primer paso fue la determinacion en adenchipdfisis del nivel de expresién proteica de
VEGF comparativamente entre hembras WT y KO. Para ello se extrajeron las hipdfisis de
hembras de 8 meses de edad de ambos genotipos y se procesaron para westem blot.
Por esta técnica encontramos un aumento significativo en la expresion del mencionado
factor angiogénico (relativizado al nivel de expresion de actina), en las hipdfisis KO
respecto a las WT (Figura 1.1a, P = 0,0036). En correlacién con este resultado también
hallamos niveles mas altos del ARN mensajero para VEGF en las hipéfisis KO,
determinado por RT-PCR semicuantitativa y normalizado al contenido de G3PDH, cuando

lo comparamos con el de los animales WT (Figura 1.1b, P = 0,043).
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Figura 1.1: a) Contenido hipofisario de VEGF evaluado por westem blot en forma comparativa
en hipofisis de hembras KO y WT. La intensidad de la banda para VEGF (en unidades arbitrarias)
fue relativizada a la de actina, tomando al genotipo WT como & 100%. * P<0.05 vs. WT. N= 18
y 15 para WT y KO respectivamente. b) Densidad de bandas de los productos de RT-PCR para
VEGF v su relativizacién a G3PDH para hipdfisis de hembras WT y KO * P<0.05 vs. WT. N=5y 6
para WT y KO respectivamente. Abajo: bandas de westem blot representativas para VEGF (46
KDa) junto a su actina comespondiente y bandas representativas de RT-PCR junto a su G3PDH.

Contenido celular y liberacion de VEGF in vitro

Se determind por la técnica de Western blot la concentracion de VEGF en cultivo
primario de células adenohipofisarias. El contenido de VEGF obtenido a partir de los
lisados fue normalizado con la expresion de la actina correspondiente y, al igual que en
los homogenatos, nuestros resultados mostraron que dicha proteina estaba aumentada
en KO respecto a WT (Figura 1.2a, P = 0,018). Por otra parte, en los medios
condicionados de dichos cultivos analizamos la liberacion de VEGF por las células
hipofisarias usando un radioinmunoensayo especifico para VEGF. Los resultados
muestran que ambos grupos celulares secretan VEGF siendo significativamente mayor la

liberacién en el caso de los sobrenadantes KO (Figura 1.2b, P = 0,043).
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Figura 1.2: a) VEGF en células hipofisarias WT y KO en cultivo primario * P<0,05 vs. WT N=4

aultivos para cada genotipo. b) VEGF liberado por células adenohipofisarias en cultivo. * P<0.05

vs. WT N=6 para cada grupo.

Peliosis en hipdfisis de hembras KO para RD2

En cortes histoldgicos de hipdfisis de hembras KO de 8 meses de edad se encontraron

abundantes lagunas vasculares asociadas a la hiperplasia de lactotropos como asi

también zonas con glidbulos rojos exravasados no contenidos por capilares,

caracternistica vascular conocida como peliosis y fuertemente asociada a un aumento de

la permeabilidad del endotelio condicionado por la accion de VEGF (Figura 1.3)
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Figura 1.3: Zonas de peliosis (flechas) en tejido hipofisario de hembras knockout para el RD2

Efecto de los estrogenos sobre la expresion de VEGF

Como se menciond anteriormente, ef estradiol estimula la expresion de VEGF en los
prolactinomas inducidos por dicho esteroide en ratas. Para estudiar el efecto de los
estrégenos en nuestro modelo experimental realizamos un tratamiento crénico con 0,2
mg/Kg de valerato de estradiol en forma subcutdnea en dos dosis: 72 y 24 hs antes de
la decapitacion en hembras KO y WT. Se extrajeron las hipofisis en la forma usual, se
homogenizaron y procesaron para westemn blot o para RT-PCR segin el caso.
Observamos que no se modificaron los niveles de VEGF hipofisario en forma significativa
en ninguno de los genotipos tanto a nivel a nivel proteico como de ARN mensajero en
respuesta al esteroide (Figuras 1.4 a y b, para efecto de estrégenos en KOy WT, P =

0,78 y 0,27 para la proteina y el ARN m, respectivamente).
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Figura 1.4: Efecto del tratamiento con valerato de estradiol in vivo a) sobre el VEGF hipofisario
determinado por Westem Blot y normalizado a su comespondiente nivel de actina, b) ARNm para
& VEGF hipofisario evaluado por RT-PCR y normalizado al nivel de ARNm de G3PDH respectivo
* P<0.05 vs. WT con o sin estradiol. Debajo: bandas representativas de westem blot y RT-PCR

Para evaluar si la falta de efecto del estradiol sobre VEGF se debia a una alteracion en la
expresion de receptores estrogénicos (RE), se estudiaron por western blot en forma
comparativa los niveles de expresion del receptor alfa. Pudimos comprobar a partir de
homogenatos de hipdfisis de ambos grupos que los RE estan aumentados en hipdfisis de
animales KO, y que son regulables en ambos genotipos ya que su nivel de expresion
disminuye en respuestra al estradiol inyectado (Figura 15 c, * P=0044y § P =
0,0007 para los efectos de genotipo y tratamiento estrogénico; P = 0,21 para la

interaccion).
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Figura 1.5: Receptor de estrégenos a (RE) detesminado par westem biot en homogenatos de
hipdfisis de hembras WT y KO para RD2 tratadas con 0,2 mg/Kg de valerato de estradiol. Los
valores estan normalizados con os niveles de actina en cada caso  * P< 0,05 vs WT § P < 0,05
vs. Control respectivo, N = 5,7,6 y 7 para cada grupo.

Otros efectos de los estrogenos en el modeio experimental

Mas adn, en contraste con otros datos reportados en la literatura, los estrogenos
disminuyeron la liberacién de prolactina sérica /7 vivo y su secrecion /in vitro (medida en
cultivo primario de células de adenohipéfisis) en ambos genotipos (Figuras 1.6 a y b,
para el tratamiento con estrégenos 2 = 0,0015 y 0,00015 y P de interaccién (genotipo /

estrégeno) = 0,12 y 0,96, para /n vivoe In vitro, respectivamente.
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Figara 1.6: Niveles de Prolactina, en ng/ml determinados por Radioinmunoensayo en a) suero
de animales tratados con 0,2 mg/Kg de valerato de estradiol o aceite y b) sobrenadantes de
aitivo de células hipofisarias WT y KO tratados con 10° M de estradiol o Buffer
* P< 0.05 vs WT con el tratamiento respectivo, § P < 0.05 vs. control respectivo a) N = 29, 25,
23 Y 22, b) N = 4 cultivos para cada grupo.

Efecto del sisterna dopaminérgico sobre el VEGF hipofisario

Dado que los estrégenos no ejercieron influendia sobre el VEGF en el grupo de animales
KO, el aumento del VEGF hipofisario observado podria estar asociado a la ausencia del
RD2 y la consiguiente falta de la accién de la dopamina. Para comprobario inyectamos el
antagonista dopaminérgico de larga duracién, decanoato de haloperidol, en hembras WT
durante tres semanas (hal 3, 30 mg/kg sc, una vez por semana) o haloperidol en
ciclodextrina durante una semana (hal 1, 5 mg/kg intraperitoneal, todos los dias).

Pudimos determinar que el tratamiento mdas prolongado produjo un aumento



significativo de la concentracién de VEGF hipofisario (Figura 1.7a, 2 = 0,0029) ademas
del esperado incremento de la prolactina sérica (Figura 1.7b, 2= 0,0064)

Por otra parte, el agonista dopaminérgico D2 cabergolina fue capaz de disminuir los
niveles de prolactina en suero en un tratamiento de 3 semanas pero no redujo
significativamente la concentracion hipofisaria de VEGF en ratones hembra WT con
sistema dopaminérgico intacto (Figuras 1.2d y ¢ P = 0,0012 y P = 0,57

respectivamente).
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Figura 1.7: a) Efecto del tratamiento /7 vivo con haloperidol en ratones hembra WT sobre la
expresion de VEGF normalizada a su actina correspondiente. b) Niveles de Prolactina sérica luego
del tratamiento con haloperidol. Control: animales inyectados con vehiculo (aceite), estos fueron
considerados como el 100%. hal 1: tratamiento con haloperidol durante una semana, hal 3:
tratamiento con haloperidol durante 3 semanas. N = 10, 7 y 6, respectivamente * P < 0,05 vs.
control

Abajo: Efecto del tratamiento crénico con e agonista dopaminérgico cabergolina (CG) en
hembras WT sabre c) e contenido hipofisario de VEGF y d) la prolactina sérica. N = 6 para cada
grupo. * P < 0,05 vs. control (SAL)

Proliferacion de células adenohipofisarias
Proliferacion basal

La hiperplasia hipofisaria que desarrollan las hembras KO para el RD2 se manifiesta por
un aumento en el peso de la hipdfisis respecto a sus pares WT (peso en mg + ES: 7,03
+ 1,39 y 2,51 + 0,34 para KO y WT respectivamente; £ = 0,011) que se comrelaciona



con un incremento en la concentracién del antigeno nudear de proliferacién celular
(PCNA) como pudimos determinar por western blot (Figura 1.8a, £ = 0,026) y con el
marcado aumento de la prolactina sérica (Figura 1.8b, 2 = 0,0099) junto a una
desgranulacion masiva de los lactotropos en las hipdfisis KO respecto a las WT segun se
observé en inmunohistoquimica de fluorescencia para PRL(Figura 1.8¢).
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Figura 1.8: a) Niveles de PCNA determinados por westem biot y normalizados con el contenido
de actina en hipdfisis de ratones hembra WT y KO. El promedio en & grupo WT se tomé como el
100%, N= 9 y 11 b) Niveles séricos de Prolactina en ng/ml determinados por

Radioinmunoensayo en ambas grupos. * P < 0,05 vs. WT, N= 11y 12.



Figura 1.8: c) Inmunohistoquimica representativa para PRL en cortes de hipdfisis embebidas en
parafina. N= 3,3 para cada genotipo.
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Sin embargo /1 vitro, las células KO mostraron una menor proliferacion que las WT como

pudimos determinar por ensayos de proliferacion con MTS e incorporacién de 3[H]-
timidina cuando se realizaron cultivos primarios de células adenohipofisarias. La
expresion de PCNA que medimos por Western blot también fue menor en lisados de KC
provenientes de células de cultivos. (Figuras 1.9 a, b y ¢ P = 0,000155; 0,039 y <

0,00001 para los 3 ensayos respectivamente).

Dada la diferencia de proliferacion enre genotipos, decidimos estudiar este parametro
con mayor detalle para lo cual realizamos una curva de proliferacion en el tiempo
empleando las mismas condiciones de cultivo que en los experimentos anteriormente
mencionados: células crecidas en presencia de suero durante los primeros 5 dias y
depletadas del mismo durante 2 dias mds, y realizamos las mediciones por MTS al
momento de la siembra, alas 5 hs, ya los 1, 2, 3 4, 5 y 7 dias. Pudimos determinar que
ias células de hipofisis WT tienen una mayor velocidad de proliferacion que su
contraparte KO durante las primeras horas del cultivo y luego ambos grupos poseen
Curvas paralelas a lo largo del tiempo, indicando que sus velocidades se equiparan,
manteniendo un mayor numero de células en WT (Figura 1.9d; en Densidad Optica a
490 nm: DO + ES para WT y KO en el dia 7: 0.0169 + 0.001 y 0.068 + 0.011,
respectivamente, P<0.01). En otro grupo de experimentos, después de los primeros S
dias se hizo un cambio de medio por 4 dias mas también con suero y los resultados se

mantuviersii.
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Figura 1.9: a) Ensayo de proliferacién con MTS en cultivo de céiulas adenohipofisarias WT y KO.
Los resultados se expresan como densidad dptica (DO) N = 4 aultivos por genotipo, b)
Incorporacién de 3[H]Timidina en cultivo de células adenohipofisarias (cpm) N = 9 aultivos por
genotipo, ) Contenido hipofisario de PCNA en cultivo (% respecto al WT) N = 5, d) Curva de
proliferacion en & tiempo determinada con & ensayo de MTS spbre 35.000 céiulas / pocilio. N =

4 cultivos por genotipo.



Proliferacion inducida por VEGF

Estudiamos a continuacién el efecto de VEGF sobre la proliferacion de las células
hipofisarias. Para ello determinamos el nimero de células de ambos genotipos en
Cultivo, en presendia y ausencia de estradiol, luego de haber sido estimuladas con 10 y
30 ng/mi de VEGF durante 48 hs. Los resultados mostraron que VEGF no modific la

proliferacion en ninguno de los grupos ni en presencia o ausencia de estradiol (Figuras

1.10ayb, A= 0,74 y 0,43 para el efecto de droga en WT y KO respectivamente).
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Figura 1.10: Ensayo de proliferacién con MTS en células WT (@) y KO (b). Las células fueron
pretratadas con buffer o estradiol 10°M por 5 dias y luego del cambio de medio se dejaron crecer
48 hs més en presencia de buffer (ctrol) o con estimulo de VEGF de 10 y 30 ng/mi (VEGF10 y

VEGF30) con 0 sin estradiol. Los resultados se expresan como DO a 490 nm. N = 4 cuitivos para

cada genotipo.




Efecto de VEGF sobre la secrecion de PRL in vitro

Se analizd la secrecién de PRL en respuesta a 10 y 30 mg/ml de VEGF en cultivo
primario de océlulas adenohipofisarias de ambos genotipos en presencia y ausenda de
estradiol. El estimulo de VEGF por 48 hs en medio libre de suero no modifico la
liberacién de PRL en ausencia de estradiol mientras que si lo hizo en forma significativa
en presencia del esteroide en los 2 genotipos a la dosis de 10 ng/ml.

(Figuras 1.11 a y b, # = 0,039 y 0,027 10 ng/ml VEGF vs. buffer, para KO y WT
respectivamente).
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Figura 1.11: Liberacidén de prolactina en cultivo de células hipofisarias (a) WT y (b) KO. Las
células fueron pretratadas con buffer o estradiol 10°M por 5 dias y luego del cambio de medio se
dejaron crecer 48 hs mas en presencia de buffer (ctrol) o con estimulo de VEGF de 10 y 30 ng/mil
(VEGF10 y VEGF30) con o sin estradiol. Los resultados se expresan en porcentaje con respecto a
las células tratadas con buffer (ctrol). N = 4 para cada genotipo. * P< 0,05 vs. respectivo
control.
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Localizacion de VEGF en las hipdfisis hiperpldsicas

Mediante el empleo de doble Inmunohistoquimica de fluorescencia y microscopia
confocal identificamos las células en las hipéfisis KO productoras de VEGF. De manera
interesante, VEGF colocalizé exclusivamente con la proteina S-100, marcador especifico
en hipdfisis de células foliculo estrelladas y no lo hizo con los lactotropos, tirotropos,

gonadotropos ni somatotropos. (Figura 1.12)

Figura 1.12: Inmunohistoguimica doble de fluorescencia con microscopia confocal en hipdfisis
KO. Cada imagen es representativa de al menos 3 hipdfisis con 4 cortes de cada una. VEGF se ve
en ¢ canal rojo mientras que las hormonas: A PRL, B GH € LH D TSH y E: I proteina S-100 en
e canal verde. Las flechas blancas indican las células hipofisarias con doble tincién. La

magnificacién es 60X con inmersion.
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Células foliculo estrelladas en hipdfisis de animales KO y WT para RD2

El aumento de VEGF podia deberse a un incremento en la propordén de células foliculo
estrefladas en las hipdfisis KO, por lo @nto determinamos por THQ con tincién con
diaminobenzidina (DAB) la expresion de S-100 en cortes histolégicos de hipéfisis de
hembras de 8 meses de ambos genotipos. No observamos diferendas significativas en el

area inmunorreactiva a $S100 entre ambos genotipos, Figura 1.13ayb
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Figura 1.13: a) Cuantificacién del drea total con inmunomreactividad positiva para S-100 en
cortes de hipdfisis de hembras WT y KO para el RD2 expresado en porcentaje del drea total.



Figura 1.13: b) Imagenes representativas de la IHQ para S-100 en KO y WT. Se revelo
con DAB y se contratifié con hematoxilina. N = 3, 3 para cada genotipo.
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ACCIONES ANGIOGENICAS DE VEGF EN HIPOFISIS
Proliferacion de células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC)

Las células hipofisarias liberan VEGF segin pudimos determinario por RIA en los medios
condicionados provenientes de cultivo primario (Figura 1.2b). Si bien el VEGF no
modificé la proliferacion de las células endocrinas como determinaramos en 1.10 ay b,
este VEGF podria estar actuando sobre el endotelio de la hipdfisis estimulando la
angiogénesis de la glandula. Para estudiar su capacidad angiogénica enfrentamos los
medios condicionados de los cultivos primarios de oélulas adenohipofisarias de los dos
genotipos con células HUVEC y medimos la captacion de [*H]-Timidina de estas células.
Encontramos que los medios condicionados de los dos grupos estimularon [a
proliferacion de las HUVEC, siendo el efecto del medio de las células KO
significativamente mayor que el de las WT (Figura 1.14a P = 0,0024 vs células WT).

La interaccion para los efectos de genotipo y pretratamiento con anti-VEGF resultd
significativa (P = 0,048). Hl efecto proliferativo del medio condicionado proveniente de
células KO sobre las células HUVEC fue inhibido en forma parcial con un anticuerpo
antiVEGF, mientras que aplicado al medio proveniente de células WT esta inhibicion no
resultd significativa (P = 0,038 en KO y 0,23 en WT respecto a su correspondiente
buffer).

Como control positivo de proliferacion y validacion del anticuerpo de bloqueo usado, se
estimularon las HUVEC con 3 factores angiogénicos. VEGF murino (10 ng/ml), EGF (1

ng/ml) y bFGF (2 ng/ml) los que provocaron un aumento en la captacion de timidina, y



el pretratamiento con antiVEGF bloqued la proliferacion de las células solo en el caso del
estimulo de VEGF quedando demostrada ia especificidad del anticuerpo (Figura 1.14.b).
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Figura 1.14: Efecto del medio condicionado obtenido de cultivo de céulas adenohipofisarias de
hembras WT Y KO para el RD2 sobre la proliferacién de células endoteliales HUVEC medida por
captacién de 3[H]Timidina y expresada en cpm (cuentas por minuto) a) Las HUVEC se crecieron
primero hasta confluencia y iuego se enfrentaron con los medios condicionados 0 DMEM (control)
en ausencia (buffer) o presencia de amtiVEGF (2,5 ug/mi) * P < 0,05 vs. buffer respectivo, § P <
0,05vs WT'Y a P < 0,05 vs control (N = 4). b) Control intemo de la proliferacién de HUVEC

con estimulos de factores angiogénicos en ausencia y presencia del anti-VEGF.

Caracteristicas de los vasos sanguineos en hipdfisis de hembras WT y KO para
RDZ2

Para el estudio de la morfologia de los vasos en hipdfisis realizamos THQ en cortes de

parafina para el factor de Von Willebrand, factor de coagulacion ampliamente usado



como marcador del endotelio vascular Se reveld con DAB, obteniéndose una marca
especifica en endotelio que permitié diferenciar entre los vasos en las hipdfisis KO, mas
grandes, tortuosos, y menos definidos respecto a los vasos de las hipofisis WT,
pequefios y mas integros y definidos. (Figura 1.15 a y b). Estas imagenes se
correlacionan con lo ya expuesto acerca de la presencia de peliosis 0 zonas de
extravasacion de glébulos rojos en ausencia de capilares en las hipéfisis hiperplasicas
(ver Figura 1.3), caracteristicas que coexisten en estas hipofisis y que dan cuenta del
fenotipo vascular caracteristico que ejerce el VEGF hipofisario en este genotipo,

explicado en parte por su accion de aumentar la permeabilidad de los vasos.

Avances en una terapia antiangiogenica en hipofisis ectopicas

Las terapias antiangiogénicas poseen el potencial de una terapia anticancer, segun
expusimos anteriormente. Esto se debe a que la necesidad del nuevo tejido tumoral de
un mayor aporte de nutrientes y oxigeno se alcanza a través del desamollo de nuevos
vasos, por lo que el bloqueo especifico de los vasos intratumorales impediria que estas
células crezcan en forma adecuada.

En algunos tipos de tumores, como el cancer metastatico de colon y recto, ya se ha
instaurado este tipo de terapia como coadyuvante de la quimioterapia (Hurwitz et a/.
2004).

Dado el incremento de expresidn de VEGF en el desamollo de la hiperplasia de
lactotropos en las hembras KO para el RD2, decidimos llevar a cabo un protocolo de
administracién de VEGF-Trap, un receptor soluble de VEGF que lo captura e impide su

unién al receptor de membrana.



Para hacer posible un tratamiento local transplantamos hipofisis de un animal donante
KO a otto en forma subcutdnea dentro de un pequefio tubo de silastic (detalles en
materiales y métodos). Los animales tratados recibieron 2 ugr/20ul de VEGF-Trap
mientras que los controles fueron inyectados con el wvehiculo. Los animales
transplantados fueron inyectados cada 3 dias durante 15 dias, luego se los sacrifico y las
hipofisis junto con el tejido crecido alrededor del silastic, de habetlo, fueron incluidos en
parafina.

En primer lugar, observamos que los tubos subcutaneos cuyas hipofisis habian sido
inyectadas con el inhibidor de VEGF estaban completamente limpios y blancos a
diferencia de los inyectados con vehiculo que aparecieron enrojecidos por la
vascularizacion alcanzada como se puede ver en la Figura 1.16 ay b.

Ademas, al desprender la hipofisis del silastic comprobamos que los animales controles
tenian un exceso de tejido crecido alrededor del tubo que no presentaban los tratados.
La IHQ para PRL mostro la viabilidad del tejido y de los lactotropos en ambos grupos, y
mas aun, vimos presencia de células hipofisarias invadiendo el tejido fibroso circundante
para el caso de los no tratados (Figura 1.16 ¢, d y e).

La IHQ para VWF mostro que los vasos sanguineos de los transplantes tratados
aparecieron mas firmes y formados que los de los tejidos control, que presentaban

vasos mas tortuosos e inmaduros (Figura 1.17ay b).
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b)

Figura 1.15: IHQ representativa para el factor de Von Willebrand (VWF) en cortes de hipdfisis de
hembras WT y KO para el RD2. N = 3 y 4 para WT (a) y KO (b) respectivamente. La tincién se hizo
con DAB y la contratincion con hematoxilina.
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Figura 1.16: a) y b) Transplantes subcutaneos de hipdfisis KO en hembras receptoras WT inyectadas con
VEGF-Trap y BSA (controles). ¢) y d) IHQ para prolactina en cortes de hipofisis de hembras KO
transplantadas, N = 2 y 2 para VEGF-Trap y controles, respectivamente. e) Invasion del tejido desarrollado
por fuera del tubo en d) con células hipofisarias positivas para PRL. f) Control negativo de la IHQ sin

primer anticuerpo. La tincién se hizo con DAB y la contratincion con hematoxilina.
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b)

Figura 1.17: IHQ representativa para vWF en cortes de hipdfisis transplantadas de hembras KO para el
RD2 tratadas con BSA (a) y VEGFTrap (b). N = 2 y 2 para BSA y VEGF-TRAP respectivamente. La
tind6n se hizo con DAB y la contratincion con hematoxilina.
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DISCUSION

VEGF es una de las citoquinas mas importantes involucradas en la angiogénesis en
condiciones fisioldgicas y patoldgicas (Ferrara et a/. 2003) . Es reconocido por su rol
fundamental en el crecimiento de tumores ya que todos requieren del desarrolio de
nueva vasculatura cuando su volumen sobrepasa los pocos milimetros (Folkman 1990).
Por otra parte, esta reportado que la dopamina ejerce un efecto antiangiogénico en el
endotelio, inhibiendo las acciones permeabilizantes mediadas por VEGF al inducir la
endocitosis de KDR (VEGF-R2) critico para promover la angiogénesis (Basu et a/. 2001).
Nosotros encontramos un aumento en la expresion de VEGF en las hipdfisis
hiperplasicas e hipertréficas de las hembras KO para el RD2. En estudios previos en el
presente modelo experimental y también en este trabajo, se observaron grandes zonas
de peliosis o gldbulos rojos extravasados en ausencia de una contencion de endotelio
{Kelly et al. 1997) en las hipdfisis de las hembras KO para el RD2. En forma interesante
se han reportado aumentos de peliosis asociadas a alta expresion de VEGF en
hepatocarcinomas (Park et a/. 2000) , dafio del bazo (Joseph et a/. 2004) y sindrome
hepdtico letal en ratones (Wong et a/. 2001), éstas se han relacionado ademas con el
aumento de permeabilidad vascular que promueve VEGF.

El aumento de VEGF en las hipdfisis KO no puede deberse a una accion estrogénica
como ocurre en el modelo de prolactinoma inducido por estrogenos en ratas (Ochoa et
al. 2000} ya que en los ratones hembra KO los niveles de estrogenos se encuentran

disminuidos (Kelly et a/ 1997) (Saiardi et a/. 1997). Y contrariamente a lo demostrado
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en la linea tumoral de somatolactotropos GH3 (Ochoa et a/. 2000), los prolactinomas
inducidos por estrégenos en ratas (Banerjee et a/. 1997) y los prolactinomas humanos
(Onofri et al. 2004) en los que los estrogenos estimulan la produccion de VEGF, en las
hipofisis KO y WT para RD2 los estrogenos no ejercieron ningun efecto sobre esta
proteina. Cabe destacar que los receptores de estrogenos o se encuentran
sobreexpresados en hipdfisis de hembras KO probablemente debido al hipoestrogenismo
que presentan estos animales como consecuencia de la hiperprolactinemia cronica.

Sorprendentemente, el estradiol no aumentd los niveles de prolactina sino que por el
contrario los redujo, tanto /n vive como in vitro. Esto esta de acuerdo con los resultados
de Shinha y Gilligan {Sinha & Gilligan 1982) y los de Hentges (Hentges & Low 2002) en
la cepa de ratones C57BL/6. El estradiol podria estar interfiiendo con factores
liberadores hipotalamicos, dando lugar a un mayor almacenamiento en los lactotropos.
Nuestro hallazgo sobre la inhibicion de la liberacién de prolactina /n vitro sugiere que el
esteroide interfiere directamente con la funcién de los lactotropos. Podria alterar el
clivaje proteolitico o producir alguna otra modificacion postraduccional de la prolactina
que llevara a inhibir su secrecién. Esta inhibicién es especifica de la cepa ya que las
mismas dosis en la cepa 12956 (Heniges & Low 2002) y CFi (datos del laboratorio) si
provocaron un aumento de la prolactina sérica. En relacion a estos hallazgos, se ha
demostrado que la cepa de ratones C57BL/6 es algo refractaria a la tumorogénesis
hipofisaria inducida por estrogenos (Shida et a/ 1998). Estos resultados ponen de
relevancia la consideracion de la cepa como factor determinante en los efectos

hipofisarios del estradiol.



Sin un efecto estrogénico, la falta de accion dopaminérgica sobre el receptor D2
probablemente estaba afectando la expresion de este potente factor angiogénico. En
relacion a ello, estaba reportada la accion antiangiogénica de la dopamina en el cancer
de estomago (Chakroborty et a/. 2004). Demostramos que el tratamiento cronico con el
antagonista del RD2, haloperidol, en ratonas WT provocé un aumento del VEGF
hipofisario y de la secrecion de PRL, lo que apoyaba nuestra hipotesis de la regulacion
de VEGF por el RD2. Por otra parte el tratamiento de otro grupo de hembras WT con el
agonista dopaminérgico de larga duracion mas empleado, cabergolina, no liegé a reducir
la concentracion del VEGF hipofisario aunque si la PRL sérica. Esto podria deberse a que
&n las hembras WT la dopamina hipotalamica constantemente esta actuando sobre el
RD2 de modo tal que una estimulacion de los receptores adicional no llega a modificar
los niveles de VEGF.

De manera interesante, la principal fuente de VEGF en las hipéfisis hiperplasicas de las
hembras KO resultaron ser las células foliculo estrelladas y no los lactotropos. En
hipofisis humana normal VEGF se ha localizado en corticotropos, somatotropos y células
foliculo estrelladas (vidal et a/. 1999; Uoyd et a/. 2003). En hipéfisis bovina y ovina se
encontro VEGF en células foliculo estrelladas también (Gospodarowicz et a/ 1989)
(Jabbour et a/. 1997), mientras que en ratas localizé en algunas células tirotropas, en los
lactosomatotropos tumorales GH3 y ademas en una linea de células foliculo estrelladas
de ratdén (T{T/GF) (Fan & Iseki 1998) (Lohrer et al. 2001; Gloddek ef a/. 1999).

Las células foliculo estrelladas representan un 5-10% de las células hipofisarias y son un
componente importante en la comunicacion paracrina dentro de la glandula.
Originalmente fueron descriptas como células no secretoras de hormonas, y se les

conocen funciones de soporte, de células stem, en fagocitosis, transporte, como



moduladores paracrinos, etc. Forman foliculos, y son estrelladas con largos procesos
citoplasmadticos que rodean a las células secretoras de la hipofisis. En el presente trabajo
demostramos que la densidad de células foliculo estrelladas no varia con la generacién
de hiperplasia de lactotropos, pero si vana su capadidad de producir VEGF.

Testeamos luego sl el VEGF sobreexpresado en las hipdfisis de las hembras KO estaba
actuando sobre la proliferacion de las células enddcrinas hipofisarias. Los receptores de
VEGF (VEGFR1 o Ft-1 y VEGF-R2 o KDR) se expresan casi exdusivamente en las
células endoteliales (Ferrara & Davis-Smyth 1997) aunque existe un reporte de la
expresion de VEGF-R2 en las células enddcrinas hipofisarias de rata (Vidal et a/. 2002).
Nuestro primer hallazgo fue una menor proliferacion basal #7 vitro de las células KO
respecto a las WT, segin pudimos determinar por 3 métodos distintos como se describio
anteriormente. Este resultado no esta de acuerdo con la mayor proliferacion que existe
in vivo representada por el aumento de los pesos hipofisarios (Diaz-Torga et al. 2002) y
de la concentracion de PCNA hipofisarios como demostramos en las hembras KO. Esta
mayor proliferacion de las hipofisis KO /7 vivo es seguramente el resultado de la accion
de factores de crecimiento que tienen mayor acceso a las células debido al desarrollo de
los nuevos vasos inducidos por factores angiogénicos como el VEGF. Por otra parte, la
mayor proliferacion in vitro de las células WT podria deberse a la pérdida abrupta de la
inhibid6n dopaminérgica sobre los lactotropos al ponerlas en cultivo. Consistente con
esta interpretacion, encontramos que las diferencias en la velocidad de proliferacion
entre genotipos se daban Unicamente en las primeras horas después de sembrar las
células y luego las curvas de proliferacion eran paralelas.

VEGF no estimulo la profiferacion de las células hipofisarias en presenda o ausencia de

estradiol, resultado que estda de acuerdo con el gran nimero de reportes que sefialan



que VEGF es un mitogeno potente de ceélulas endoteliales de vasos sanguineos y
linfaticos pero que no tiene efecto mitogénico sobre otros tipos celulares (Ferrara &
Davis-Smyth 1997).

VEGF sélo estimulo la secrecion de PRL por las celulas adenohipofisarias en presencia de
estrogenos en el medio de cultivo, en relacion a esto es sabido que un ambiente
estrogenico modifica la sensibilidad de los lactotropos frente a estimulos e inhibidores de
la secrecion de PRL (Freeman et a/. 2000). No obstante, el efecto de VEGF sobre la
liberacién de PRL no habia sido descripto hasta el momento.

Por lo tanto, VEGF podria estar aumentando la capacidad secretoria de la glandula pero
no actuaria directamente en la proliferacion de las células endocrinas. En cambio, podria
estar ejerciendo su efecto angiogénico y permeabilizador en las células endoteliales de
la hipofisis. En relacion a esta hipotesis pudimos determinar secrecion de VEGF por las
células hipofisarias de ambos grupos en cultivo siendo ésta mayor en las células KO vy, si
bien ambos medios condicionados indujeron la proliferacion de células endoteliales de
vena umbillical humana, el efecto fue abolido en forma parcial pero significativa solo
para el caso de KO, cuando los medios condicionados se inmunoneutralizaron
especificamente para VEGF. Estos resultados estarian indicando que el VEGF producido
por las células foliculo estrelladas de las hipdfisis KO podria estar actuando en forma
paracrina sobre sus células blanco, las endoteliales de los vasos hipofisarios,
contribuyendo al desarrollo de la angiogénesis de la glandula y por lo tanto brindando
un mayor aporte de oxigeno y nutrientes a las células hiperplasicas. En refacion a esto y
ademds de la presencia de peliosis como manifestacion de la excesiva permeabilidad

que otorga VEGF a los vasos, observamos una mayor tortuosidad y area vascular para el
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caso de la vasculatura en las hipofisis hiperplasicas, otra caracteristica asociada al efecto
de VEGF sobre las células endoteliales.

Finalmente, el tratamiento con el inhibidor de VEGF, VEGF-Trap modifico las
caracteristicas de los vasos sanguineos en hipofisis KO transplantadas subcutaneamente.
Se observd una menor tortuosidad y mayor integridad de los vasos sanguineos en las
hipofisis transplantadas y tratadas en comparacion con las no tratadas, indicando
probablemente que el bloqueo de la accion de VEGF sobre el endotelio modificaria las
caracteristicas a los vasos en hipdfisis KO. Estos resultados son de gran interés para
dilucidar las consecuencias que tendria el bloqueo de la angiogénesis en hipofisis
tumorales ya que VEGF podria convertirse en un futuro en el blanco terapéutico para

aquellos adenomas de hipdfisis que no responden a los tratamientos convencionales.

En conclusion, describimos un aumento de la expresion de VEGF en las hipéfisis KO para
RD2, aumento regulado por la falta de accién dopaminérgica. Este hallazgo es de gran
importancia ya que posiciona al sistema VEGF/KDR como blanco terapéutico en los

adenomas hipofisarios secretores de PRL y resistentes a agentes dopaminérgicos.



CAPITULO 2
2. GEN TRANSFORMANTE TUMORAL HIPOFISARIO (pttg)

INTRODUCCION

Pttg fue aislado y caracterizado por PCR de display diferencial a partir de células GC y
GH4, lineas provenientes de tumores hipofisarios de rata productores de GH y PRL
respectivamente (Pei & Melmed 1997). PTTG se expresa en altos niveles en tejidos
activos con alta tasa de proliferacion como los linfopoyéticos y testiculos (Heaney et al.
1999) y en distintos tipos de tumores humanos incluyendo los de hipdfisis, tiroides,

colon y mama (Zhang et al. 1999a; Yeates 1949) (Saez et a/. 1999)

En tumores hipofisarios humanos se encontro que los niveles de PTIG se
correlacionaban con |a invasividad del tumor, lo que sugeria su accion Como un
activador transcripcional y transformante potente. Ademds se demostrd que PTIG
estimula la produccion de FGF-2 (McCabe et a/ 2003) e induce la angiogénesis (McCabe
et al. 2002). La estimulacion de FGF-2 por PTTG tedricamente seria suficiente para
explicar los casos de tumorogénesis por PTTG, sin embargo no esta claro cual es el
iniciador ya que un aumento de expresion de cualquiera de estos dos factores resulta en

un incremento en la expresion del otro.

En hipdfisis de ratas estrogenizadas se detectd la expresion de PTTG en la alteraciones
termnpranas de los lactotropos, durante la conversion de células normales a hiperplasicas
e hipertroficas, y también en los comienzos del establecimiento de la angiogénesis,

evento fundamental en el desarrolio tumoral (Heaney ef a/. 1999).
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Los ratones knockout para pttg son viables y fértiles pero desarrollan hipoplasia de
testiculo, bazo e hipdfisis (Wang et a/. 2001). Por otro lado, la sobreexpresion de PTTG
produce transformacion de células NIH 3T3 /n vitro y el desarrollo de tumores en
ratones nude inyectados con fibroblastos transfectados con pttg (Pei & Melmed 1997).
Cabe destacar que los animales transgénicos con sobreexpresion de PTTG dirigida a
hipdfisis presentan hiperplasia focal hipofisaria (Donangelo et a/. 2006).

La accién de securina que ejerce PTTG en los tejidos de mamiferos y explicada en
detalle en la introduccion general de esta tesis, requiere que la proteina sea degradada
durante la mitosis para lograr una correcta separacion de las cromatides hermanas (Zou
et 3/ 1999). Cuando este proceso de degradacdén no se realiza en forma eficiente o
completa, como en el caso de sobreexpresion de PTTG, se produce un intercambio de
material genético inadecuado entre dichas cromdtides lo que causa inestabilidad
genética y predispone a eventos de tumorogénesis (Yu & Melmed 2004). De esta

manera, el exceso o la disminudon de PTTG conducen a alteraciones en e ciclo celular y

aneuploidia (Melmed 2003).
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Tlustracién tomada de (Yu & Meimed 2004). Mecanismo de la generadén de aneuploidia en el
caso de sobreexpresion de PTTG.,
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El aislamiento de pttg en células tumorales hipofisarias ha causade un interés
considerable en el estudio del rol de PTTG en la patogénesis de los tumores hipofisarios.
Se ha descripto en estos adenomas, sin discriminar el tipo de hormona que secretan,
niveles de expresion mayores de PTTG respecto a los de la hipdfisis normal (Hunter et
al. 2003) (McCabe et a/. 2002) (McCabe et a/. 2003). Sin embargo, no queda claro el
papel de PTTG en los prolactinomas; existe controversia sobre su sobreexpresion en
este tipo de tumores hipofisarios (Zhang et a/. 1999a) (Hunter et a/. 2003), y no hay
informacion en prolactinomas resistentes.

Por lo tanto, considerando nuestros resultados anteriores sobre factores angiogénicos y
la hiperplasia hipofisaria del raton KO para RD2, la relacion de PTTG con angiogenesis y
que no existen datos en la literatura sobre la relacion de PTTG con el sistema
dopaminérgico, decidimos estudiar los niveles de PTTG en distintos modelos de
prolactinomas. Elegimos tres modelos diferentes de hiperplasia hipofisaria de
lactotropos con alteracion del sistema dopaminérgico: a- ratones hembra KO para ei
RD2, b- ratas tratadas con estrogenos en forma cronica y c- ratas seniles (senescentes).
Los tres modelos comparten la hiperprolactinemia, el desarrollo de una hiperplasia de
lactotropos y una accion dopaminérgica reducida o nula (Kelly et ai. 1997) (Goya et a/.
1991) (Sanchez et a/. 2003).

También estudiamos la expresién de PTTG en prolactinomas humanos sensibles y
resistentes a la terapia con agonistas dopaminérgicos. Los pacientes con prolactinomas
resistentes al tratamiento farmacolégico convencional deben ser sometidos a cirugia
hipofisaria via transesfenoidal o transcraneal segin las caracteristicas y el tamafio dei
tumor lo requieran. Es por eso que el estudio de los factores involucrados en la

regulacion de la proliferacion de los lactotropos y la angiogénesis brinda nuevos posibies

93



blancos terapéuticos para el tratamiento de los prolactinomas y especialmente para los

que son resistentes o intolerantes a los agonistas dopaminérgicos.

MATERIALES Y METODOS

Ratas Senifes Se utilizaron ratas de 28-31 meses (seniles) y ratas jovenes de 5 meses,
hembras de la cepa Sprague Dawley. Las ratas seniles fueron obtenidas de la colonia
gerontoldgica del INIBIOLP, Universidad de La Plata. Alli el tiempo de vida promedio de

las hembras es de 33 meses (32 - 34 meses)

Ratas tratadas con DES Un grupo de hembras de 60 dias de la cepa Sprague Dawley
fue implantado en forma subcutanea con pellets de 20 mg de dietilestilbestrol (DES) lo

que les gener6 a partir de la cuarta semana una hiperplasia hipofisaria de lactotropos.

Otro grupo de ratas fue usado como control.

Se obtuvo material de cirugia hipofisaria de 20 pacientes con macroprolactinomas bajo

normas éticas y con consentimiento informado del paciente. Fueron 14 mujeres y 6
tombres, con edad promedio al diagndstico de 23,4 + 1,7 y 395 + 44
respectivamente. La PRL sérica de los pacientes antes de comenzar el tratamientc
farmacolégico resulté en promedio 2302 ng/ml con un rango entre 70 y 16.000 ng/ml.
Los pacientes fueron divididos en sensibles (N = 6) y Resistentes (N = 14) a los
agonistas dopaminérgicos de acuerdo a su capacidad o no de normalizar la PRL sérica.
Se indicé cirugia hipofisaria, ademas de a los pacientes resistentes a dopaming, a los
gue mostraron sintomas de expansion tumoral, defectos visuales, dolores de cabeza o

intolerancia al tratamiento farmacoldgico.



Aisiarpieniv de ARN y reaccion de RT en muestras de projactinomas humanos: El tejido
tumoral fue conservado en nitrogeno liquido hasta su utilizacion. Se efectuo la
extraccion del ARN total con Trizol, a partir de unos 100 mg de tumor homogenizados
con un pulverizador de tejido (Mikro-Dismembranator, B. Braun Biotech Internacional,
Melsungen, Alemania) La concentracion de ARN se midio en espectrofotometio a 260nm
y la integridad del ARN se evaluo en un gel de agarosa 1% con bromuro de etidio.
Se retrotranscribio 1 ug de ARN en una mezcla de reaccion de 40 ul finales con 100 U de
MML V, 50 pmoles de cebadores oligodT, 0,2 mM de dNTPs y 20 U de inhibidor de

ribonucleasas. La reaccion se lievo a cabo a 37 °C 60 min y a 95 °C por 5 min.

PCR en tempo rea/ Las reacciones se prepararon de acuerdo a los protocolos
estandares de unico paso de RT-PCR de QuantiTect SYBR Green (Qiagen). La mezcla de
reaccion de 20 ul se compuso de 10 ul de de la master mix 2X provista por el fabricante,
los primers especificos en concentracion 1 uM, 0,2 ul de la QuantiTect RT y 80 ng de
molde. Las condiciones de la reaccion de RT fueron de 30 min a 50°C y 15 min a 95°C.

Las caractenisticas de la reaccion de PCR se encuentran detalladas en la siguiente tabla:

Gen secuencia del ubicacion | secuencia del ubicacion Longitud del ciclos | Temp
cebador diredto cebador indirecto producto annealing
(5°>37) (5°>3") (pb)

PTTG1 | CGATGCCOCACC 195-215 | CAAGCTCTCTCT 489-511 317 40 57°C

humano | AGCCTTACC CCTCGTCAAGG

ER-a TOCAGCACCCTG | 1749-1768 | TCTCCAGCAGCA 1970-1989 241 40 63°C

humano | AAGTCTCT GGTCATAG

G3PDH | GCCAAAAGGGTC 271-290 GCAGGGATGATG 532-551 281 32 57°C

humano | ATCTC TTCTGGAG

95




Analisis estadistico Los resultados estan expresados en promedos + SEM. Se usé el test

de Student y un P < 0,05 fue considerado significativo.
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RESULTADOS

Caractenisticas de /a hiperplasia hipofisaria de lactotropos en los tres modelos
experimentates

Los ratones hembra KO para RD2 mostraron un aumento del peso hipofisario como
también de ia PRL sérica cuando se los compard con sus pares WT a los 8 meses de
edad. (Figuras 2.1 ay b, P = 0,011 para peso hipofisario y 0,010 para PRL sérica).

Las ratas seniles de 32 meses de edad también presentaron un aumento significativo
del peso de la hipdfisis y de la PRL en suero respecto a las ratas jovenes de 2-3 meses
de vida, pero estos aumentos fueron mas moderados que los observados en los ratones
hembra KO para RD2 (Figuras 2.1 cy d, P = 0,05 para ambas determinaciones).

Y por ditimo, las ratas tratadas con peliets de estrégenos en forma crénica
durante 6 semanas experimentaron un crecimiento rapido de la glandula y presentaron
los niveles mas altos de PRL en suero (Figura 2.1 ey f, P = 0,01 para los 2 parametros

ensayados).
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Figura 2.1: Promedio del peso hipofisario (mg) y de la PRL sérica (ng/ml) en los distintos
modelos experimentales de hiperplasia de lactotropos empleados. a y b) ratones hembra WT y
KO para RD2, cy d) ratas jovenes de 3 meses y seniles de 32 meses de edad, y e y f) ratas
adultas controles e implantadas con cépsulas subautdneas de 20 mg de dietilestilbestrol (DES).



Pacientes con prolactinomas sensibles y resistentes a agonistas dopaminérgicos

Los pacientes con prolactinomas fueron clasificados, segin su capacidad para normalizar
los valores de PRL sérica mediante el uso de agonistas dopaminérgicos, en sensibles y

resistentes a dicho tratamiento (Figura 2.2)

*

-]
& 100 4

Figura 2.2: Niveles de PRL sérica en ng/ml para pacientes sensibles y resistentes al tratamiento
con agonistas dopaminérgicos (N= 7 y 12 respectivamente). * P < 0,05.

PTTG en la hiperplasia de ratones hembra KO para RD2

Se estudio el oncogen pttg a nivel de la expresion de la proteina que codifica y del ARN
mensajero en ratones hembra de 8 meses de edad. Para abordar el estudio de la

proteina se realizaron homogenatos de adenchipéfisis que después de la cuantificacion



de las proteinas totales fueron sometidos a la técnica de western blot. Al comparar los
niveles de expresion de PTTG entre genotipos encontramos una disminudon de esta
proteina en hipdfisis KO respecto a sus pares WT (niveles relativizados a la expresion de
actina, Figura 2.3a, P = 0,00057).

Para el andlisis del ARNm se extrajo el ARN total y luego de su cuantificacion se realizé
una RT-PCR semicuantitativa. No encontramos por este método diferencias entre

genotipos en los valores de ARNm para pttg relativizados a los de G3PDH (Figura 2.3b).

PTTG/actina (%)
8 & 8 8

2 b1
ARNm pttg / G3PDH (UA)

; ; PTTG
actina SRR Sl R G55 w]na

WT WT KO KO KO KO WT WT

Figura 2.3: a) Contenkio hipofisario de PTTG en ratones hembras WT y KO para RD2. 1La
intensidad de la banda de PTTG para cada muestra se normalizé a la de actina correspondiente y
en cada serie de experimentos el promedio de intensidades para las hipdfisis WT se considerd
como e 100%. * P <0,05 vs. WT; N = 12 y 15, respectivamente. b) Andlisis de las intensidades
de banda para los productos de RT-PCR para pttg en hipdfisis de ratones KO y WT, en este caso
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se hizo una normalizacién con e ARNm de G3PDH * P<0,05 vs. +/+; N= 5 and 5. Debajo de
cada gréfico: bandas representativas de western biot y RT-PCR respectivamente.

PTTG en la hiperplasia de ratas senescentes

En las ratas senescentes no observamos diferencias significativas al analizar el contenido
hipofisario de PTTG por ensayos de western blot a partir de homogenatos de hipdfisis y
compararios con los de ratas jévenes (Figura 2.4)
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Figura 2.4: Niveles de PTTG en hipdfisis, evaluados en forma comparativa en ratas jovenes y
seniles. La intensidad de la banda de PTTG expresada en unidades arbitrarias, se relativiz6 a la
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intensidad de la banda de actina para cada muestra. Para cada experimento, & promedio de las
intensidades de banda en las ratas jovenes se consider como & 100% * P <0,05 vs. joven; N =
5 y 5 respectivamente. Abajo: bandas obtenidas por westem blot en un experimento
representativo

PTTG en la hiperplasia de ratas tratadas con estrogenos

Las ratas jovenes tratadas con estrégenos en forma crénica, por el contrario, mostraron
un aumento significativo del contenido de PTTG hipofisario cuando se lo comparé con
ratas controles. La expresion de PTTG en homogenatos se normalizo a la expresion de

actina (Figura 2.5, P = 0,029)
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Figura 2.5: Niveles de PTTG en hipdfisis evaluados en forma comparativa en ratas jévenes
controles y tratadas con estrégenos sintéticos (DES). La intensidad de la banda de PTTG,
expresada en unidades arbitrarias (UA), se relativizd a la intensidad de la banda de actina para
cada muestra. Para cada experimento, e promedio de las intensidades de banda en las ratas
control se considerd como el 100% * P <0,05 vs. Control; N = 12 y 12 para cada grupo. Debajo:
westem blot representativo de PTTG y su actinag cormespondiente,

Pttg en prolactinomas humanos

Estudiamos los niveles de ARN mensajero para pttg en adenomas secretores de
prolactina sensibles y resistentes a dopaminérgicos. Para ello parte del material obtenido
mediante cirugia transesfenoidal fue sumergido en Trizol y congelado hasta el momento
de la obtenddn de ARN, el cual a su vez fue sometido a una reaccién con
retrotranscriptasa. El producto de la retrotranscripcién fue ampiificado por Real Time
PCR con primers especificos y visualizado con Syber Green. No hallamos diferencias en
los niveles del mensajero para pttg (normalizados a los de GAPDH) entre los grupos de

tumores estudiados (Figura 2.6).
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Figura 2.6: niveles de ARNm de pttg evaluados por PCR en tiempo real en muestras de
prolactinomas obtenidas en cirugias de pacientes sensibles (N =8) y resistentes (N = 13) al
tratamiento con agonistas dopaminérgicos. La intensidad de la banda de pttg se relativizd a la de
G3PDH para cada muestra.

Niveles estrogénicos y del receptor de estrogenos a en modelos animales de
prolactinomas

En las hembras KO para RD2 los niveles séricas de estrégenos son mas bajos que en
sus pares WT y su accion también se ve disminuida como demuestran los escasos ciclos
estrales que presentan. De acuerdo con esto, hallamos una expresion incrementada de
receptores de estrogenos a en homogenatos de hipdfisis en las hembras KO al
estudiarlo en forma comparativa con animales WT y esto probablemente se debe a un
mecanismo compensatorio por los bajos niveles séricos del esteroide (Figura 2.7a, P =

0,047).

En las ratas seniles de 32 meses de vida los niveles de estrégenos en suero resultaron
ser levemente mayores que en las ratas jovenes de 3 meses pero esta diferencia no
llegé a ser significativa (senescentes 36,5 + 1,8 pg/ml y jovenes 28,9 + 2,6 pg/mil ).
Por su parte la expresion de los receptores de estrogenos en las hipofisis de estos 2

grupos no mostraron diferencias (Figura 2.7b).

Por el contrario, las ratas tratadas con DES en forma cronica tienen niveles

farmacoldgicamente elevados del esteroide en suero, y de acuerdo con esto,
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enconramos bajos niveles de expresion de receptores para estrdgenos en
adenohipdfisis (Figura 2.7c, P < 0,0001).
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Figure 2.7: Receptor de Estrégenos a hipofisario evaluado en forma comparativa por westem
biot para los tres modelos eerimentales de hiperplasia hipofisaria empleados. a) ratones
hembra WT y KO para RD2 b) ratas hembras jévenes y seniles y c) ratas controles y tratadas con
estrogenos (DES) * P<0,05 vs. su control respectivo. N= a) 10, 9; b) 6, 5; © 7, 11
respectivamente.

Niveles del receptor de estrdgenos a en prolactinomas humanos

Se determind el nivel de ARN mensajero para los receptores de estrogenos a en los
prolactinomas humanos sensibles y resistentes a agonistas dopaminérgicos, y a pesar de
observar una tendencia a valores superiores en los adenomas resistentes, esta

diferencia no resultd ser significativa (Figura 2.8)
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Figura 2.8: Niveles de ARNm del receptor de estrdgenos a (ERa) en muestras de prolactinomas
humanos sensibles y resistentes a agonistas dopaminérgicos. N = 4 y 10 respectivamente.
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DISCUSION

PTTG fue aislado a partir de células hipofisarias tumorales de rata secretoras de GH y
PRL (Pei & Melmed 1997) y rapidamente se demostro su expresion en los adenomas
hipofisarios humanos y en el modelo de prolactinomas en ratas tratadas con estrégenos

en forma cronica (Heaney et a/. 1999).

Los tumores hipofisarics humanos tienen mayores niveles de ARN mensajero para pthg
que las hipofisis normales siendo los tumores secretores e invasores del hueso
esfenoides o del seno esfenoidal los que expresan mayores niveles de este mensajero
(Zhang et a/ 1999a). Sin embargo Mc Cabe y colaboradores, usando RT-PCR
cuantitativa, no pudieron determinar una cormrelacion entre el ARN mensajero y el
tamaiio o la invasividad del tumor (McCabe et a/. 2003). Otros autores demostraron
mayores niveles del mensajero de pittg en los somatotropinomas y adenomas no
funcionantes cuando fueron comparados con los demas subtipos de tumores hipofisarios
y solo hallaron correlacidén entre los niveles de GH y los de PTTG entre todos los
adenomas secretores de hormonas (Hunter et &/, 2003). La expresion de PTTG ha sido
ligada también a la recurrencia de los tumores hipofisarios aunque existe controversia
en relacién a este punto también.

Por otra parte, la expresion de PTTG para el caso de los prolactinomas y en particular
para los prolactinomas resistentes a agonistas dopaminérgicos no habia sido estudiada

en detalle.

Si bien la expresion de PTTG ha sido asociada a estadios tempranos del desarrollo de la

hiperplasia hipofisaria de ratas tratadas con estrégenos (Heaney et a/. 1999), los
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resultados de esta tesis demuestran que una sobreexpresion de PTTG no es requisito
para el desarrolio de hiperplasia en diferentes modelos experimentales con funcion
dopamineérgica disminuida o nula, ni en prolactinomas humanos resistentes a la terapia
con agonistas del receptor dopaminérgico comparados con prolactinomas sensibles al
tratamiento.

Los ratones hembra KO para el receptor dopaminérgico D2 desarrollan hiperplasia
hipofisaria de lactotropos e hiperplolactinemia como resultado de la falta de accién de la
dopamina sobre este tipo celular (Kelly et a/. 1997). El crecimiento de las hipofisis de las
hembras KO no se encontré asociado a la expresion de PTTG dado que este oncogen se
observo disminuido a nivel proteico en las hipofisis KO respecto a sus pares WT. Por ello
podriamos inferir que la angiogénesis en las hipofisis hiperplasicas en hembras KO no
estaria mediada por PTTG. En este modelo, el desarrolio de nuevos vasos sanguineos
necesarios para satisfacer los mayores requerimientos del tejido en proliferacion
dependeria del VEGF, que, segun pudimos demostrar, se encuentra aumentado debido a
la ausencia de control inhibitorio dopaminérgico (Capitulo 1). Por su parte, los niveles de
ARNm de pttg no mostraron diferencias al compararlos en las hipdfisis de ambos
genotipos, lo que sugiere ante los menores niveles de la proteina en el grupo KO, una
regulacién postraduccional de PTTG, como por ejemplo una mayor degradacion de la
proteina a través del sistema de la ubiquitina y proteasoma en las hipofisis de estas
ratonas. De alguna manera este Lipo de regulacién podria ser un mecanismo de control

frente al desarrollo de la hiperplasia en las hembras KO para RD2.

Por otra parte, la hiperprolactinemia crénica que impacta sobre la funcién gonadal seria

la responsable de los escasos ciclos estrales y los bajos niveles de estrégenos circulantes
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en estas hembras. £l promotor de pttg en ratdon contiene elementos respondedores a
estrogenos aportando un potencial mecanismo para la induccion de pttg. Los bajos
niveles estrogenicos en las hembras KO deben resultar insuficientes para estimular la

expresion de dicho gen.

En las ratas hembras seniles es muy comun la aparicion de hiperplasia hipofisaria y
adenomas de lactotropos. (Goya et @/ 1991). El origen de estos tumores proviene de
una peérdida progresiva de las neuronas tuberoinfundibulares y paraventriculares
dopaminérgicas (Sanchez et al. 2003). El nivel de estrogenos circulantes en las hembras
seniles no resultd ser significativamente mayor al nivel hallado en las ratas jovenes por
lo cual pareceria no ser el causante directo de la hiperplasia. Sin embargo los
estrogenos a lo largo de la vida estarian modificando la accion del sistema
dopaminérgico, ya que si se ovariectomizan las hembras a los 4-5 meses la ocurrencia
de prolactinomas en la senilidad es menor.

No se encontraron diferencias en los niveles de expresion de PTTG hipofisario en ias
ratas senescentes respecto a las jovenes, esto indica que PTTG no estaria participando
en el desarrollo de la hiperplasia de lactotropos en estas hembras. No existen en la

literatura trabajos sobre factores angiogénicos en hipofisis de ratas seniles.

La administracion de estrogenos en forma crénica en ratas promueve el desarrollo de
hiperplasia hipofisaria y tumores de lactotropos con aumento de la sintesis y secrecion
de PRL (Diaz-Torga et a/. 1998b) (De Nicola et al. 1978). Las dimensiones del tumor y
los niveles séricos de PRL varian segun la sensibilidad a estrégenos de la cepa de rata
utilizada.
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Con el desarrolio de la hiperplasia se producen algunos cambios histoldgicos que van
desde una hipertrofia de lactotropos y distorsion de las fibras de reticulina a una
vacuolizacion acompaiiada de ruptura de estas fibras, mds pleomorfismo nudear

caracteristico de un verdadero adenoma (De Nicola et a/. 1978) (Heaney et al. 1999).

Los estrdgenos provocan daiios directos en la hipdfisis reduciendo la sensibilidad a la
dopamina (Gudelsky et a/. 1981) y a nivel hipotaldmico afectan a las neuronas

dopaminérgicas (Sarkar et a/. 1982).

En concordancia con otros autores (Heaney et a/. 1999), en las ratas tratadas con

estrégenos encontramos un aumento en la expresion de PTTG a nivel hipofisario.

Por lo tanto, los tres modelos experimentales de hiperplasia hipofisaria comparten el
aumento del tamafio hipofisario, la hiperprolactinemia y la disminudon del tono

dopaminérgico, pero la expresion de PTTG sigue un patron diferente.

Por otra parte, no encontramos diferencias en la expresion de PTTG entre los
prolactinomas humanos resistentes a dopamina comparados con la de aquellos tumores
sensibles a la terapia. Este resultado se comreladona con los anteriormente expuestos
para los modelos experimentales, donde el tono dopaminérgico reducido a nivel
hipofisario se asocia a hiperprolactinemia e hiperplasia hipofisaria pero no
necesariamente a un aumento en la expresién de PTTG. Comparando entonces los
resultados en los tres modelos experimentales y en humanos, el aumento en a3
expresion de PTTG en los prolactinomas inducidos farmacologicamente por estrogenos
no se relacionana a la disminucion del tono dopaminérgico sino a la accién estrogénica a

nivel hipofisario.
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Medimos los receptores estrogénicos a nivel hipofisario con la intencion de establecer
una relacion entre los niveles de estrogenos circulantes, su accion en hipofisis y la
expresion de PTTG en la glandula. Es sabido que la expresion de estos receptores es
dinamica y varia de acuerdo a los niveles circulantes de estradiol. Por ello, el nivel de
receptores de estrogenos es sensible a los distintos estados fisiologicos en las hembras.

El ligando mismo controlaria la sintesis y degradacion de su receptor por mecanismos
transcripcionales, post transcripcionales y traduccionales (Kaneko et al. 1993) (Borras et
al. 1994). Entre todos ellos, el mecanismo de regulacion mas rapido es la degradacion

del receptor mediante la induccion del sistema del proteasoma (Alarid et &/, 1999).

Nuestros resultados muestran que el dUnico modelo animal de prolactinoma de los
estudiados que tiene bajos niveles de receptores de estrdgenos es el de las ratas
tratadas farmacologicamente con estrogenos en forma cronica lo que indica una
regulacion negativa ejercida por el esteroide sintético administrado. Por su parte, las
hipdfisis de los ratones hembra KO para el RD2 mostraron una expresion aumentada de
los receptores de estrogenos a cuando se compararon con su contraparte WT,
correlacionando con niveles de estrégenos reducidos en suero y una reduccion en la
fertilidad. En las ratas seniles no se encontraron modificaciones en los niveles de
receptores estrogénicos, ni en los niveles séricos de estrégenos cuando se compararon
con los resultados obtenidos en ratas jovenes. Y en los prolactinomas humanos
resistentes a agonistas dopaminérgicos los niveles de receptores de estrégenos

hipofisarios no difieren de los hallados en prolactinomas sensibles a la terapia.
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Al evaluar en conjunto los resultados de todos los grupos observamos que PTTG se
encuentra sobreexpresado unicamente cuando existe una accion estrogénica
incrementada a nivel hipofisario como es el caso de las ratas bajo la accion
farmacologica de los estrogenos en correlacion con una reduccion de sus receptores

hipofisarios.

Por lo tanto nuestros resultados nos llevan a concluir que el aumento en Ia expresién de
PTTG o de su ARNm no es una caracteristica comun en la hiperplasia de los lactotropos
en los modelos animales en los cuales el tono dopaminérgico esta reducido, ni en
prolactinomas humanos resistentes a agonistas dopaminérgicos al ser comparados con
los tumores sensibles a la terapia. De esta manera, PTTG no se relaciona con los niveles
séricos de prolactina ni con una falla del sistema dopaminérgico a nivel de la hipffisis

pero si es sensible al afecto de los estrogenos a nivel hipofisario.

Por lo tanto, si bien el PTTG se asocia a una alta tasa de proliferacion para el caso del
modelo de prolactinomas generados por tratamiento con estrégenos, no estaria
participando en el desarrollo de los prolactinomas donde la causa es un defecto en el
control inhibitorio mediado por dopamina. PTTG ha sido encontrado incrementado en
otros tipos de tumores hipofisarios humanos como los somatotropinomas pero, segtn
demostramos, no ocurre |0 mismo en los prolactinomas resistentes a la terapia al ser

comparados con los sensibles.
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Finalmente, es probable que los distintos tipos de tumores hipofisarios se generen por
diferentes mecanismos moleculares, esto hace que sea necesario determinar cuales son
los factores de crecimiento, oncogenes y factores angiogénicos asociados a cada tipo de
tumor para poder delinear una terapia particular para cada caso y cada paciente en

forma individual.
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CAPITULO 3

3. FACTOR DE CRECIMIENTO FIBROBLASTICO-2 (FGF-2)
INTRODUCCION

FGF-2 pertenece a una gran familia de factores de crecimiento capaces de unirse a
heparina que comprende al menos 22 miembros estructuralmente relacionados (Okada-
Ban et al. 2000) . FGF2, con propiedades mitogénicas, achia en una gran variedad de
procesos biologicos incluyendo desarrolio de tejidos, diferenciacion celular (Kardamsi
1990), angiogénesis (Folkman & Klagsbrun 1987) y formacion de tumores (Moscatelli et
al. 1986) entre otros,
Existen varias isoformas de FGF-2 debido al inicio de la traduccion en sitios CUG
altemativos. En humanos se producen cuatro isoformas de 18, 22, 22,5 y 24 KDa siende
!a de 18 KDa predominantemente citoplasmatica aunque también puede encontrarse en
la matriz extracelular, mientras que las isoformas de alto peso molecular presentan
localizacion nuclear (Renko et a/. 1990; Li et a/. 1992). Recientemente se ha reportado
una nueva isoforma de 34 KDa producida por inicio de la traduccion en un nuevo codon
CUG (Amaud et a/. 1999).

A pesar de que ninguna de ellas tiene secuencia senal de secrecion, se han descrito
vias alternativas para la liberacion de FGF-2 de la célula (Renko er a/. 1990; .
Existen cuatro receptores transmembrana de alta afinidad para FGF (FGFR1 a FGFR4)
con actividad intrinseca de tirosina quinasa (Moscatelli 1987). Estos receptores se
encuentran en la membrana plasmatica de muchos tipos celulares incluyendo el
endotelio donde FGF2 ejerce sus funciones angiogénicas. El FGFR1 se expresa en la

hip6fisis humana normal como asi también en los adenomas hipofisarios (Abbass ef a/.
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1997) y resulta de interés su estudio en las hipdfisis hiperplasicas de las hembras KO
para RD2 ya que ha sido propuesto como posible marcador de tumores hipofisarios
junto a PTTG (Tfelt-Hansen et a/. 2006)

De forma interesante, se ha reportado que la dopamina actuando via el RD2, estimula la
expresion de FGF2 en algunas areas del cerebro como corteza prefrontal e hipocampo
{Fumagalli et a/. 2003). Ademas, durante la degeneracion de neuronas dopaminérgicas
en la enfermedad de Parkinson se produce una deplecion de FGF2 con retencion de
inmunorreactividad para FGFR1 en neuronas de la sustancia nigra (Tooyama et al

1993).

El FGF2 tiene varias acciones a nivel hipofisario. Media el efecto proliferativo de los
lactotropos en la hiperplasia hipofisaria inducida por estrogenos en ratas, y regula la
secrecion de PRL y TSH en condiciones normales (Baird et a/. 1985). En la linea celular
tumoral GH3 es capaz de estimular la secrecion de PRL pero no de GH (Black et al
1990) .

En hipofisis, FGF2 es principaimente producido por las células foliculoestrelladas(Oomizu

et al. 2004), pero la regulacion del FGF2 por RD2 en la hipofisis no ha sido reportada.

Continuando con nuestros estudios sobre la participacion de factores angiogénicos en la
hiperplasia de lactotropos decidimos estudiar el FGF2 ya que su sintesis esta muy
relacionada a la de PTTG y VEGF, es un modulador clave de la angiogénesis, y no hay
trabajos que demuesten su regulacion por el RD2 en hipdfisis. Por lo tanto, se evalud la
expresion de dicho factor y de su receptor FGFR1 en los ratones hembra KO y WT para

RD2. Ademas se analizé la participacién de FGF2 en la secrecién de PRL, la proliferacion
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celular y la fosforilacion de quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKs) en
forma comparativa en los dos genotipos. Y, finaimente determinamos la localizacion

subcelular de FGF2 asociada a la hiperplasia.

RESULTADOS

Acciones de FGF2 in vitro

- Secrecidn de PRL en cultivo de células adenohipofisarias.

Las hipdfisis de ratones hembra KO y WT para RD2 de ocho meses de edad fueron
disgregadas como se explico en capitulos anteriores y las células obtenidas se
sembraron a razon de 35.000 células/pocillo. Luego de 5 dias de cultivo se cambio el
medio y se agrego el estimulo de FGF2 en concentraciones de 1 y 10 ng/ml que se
mantuvo durante 48 hs. En los sobrenadantes de cultivo de ambos grupos se midio la
PRL liberada por las células por radioinmunoensayo.

Como puede observarse en la figura 3.1 las celulas KO secretaron mayores niveles de
PRL que las células WT, tanto en condiciones basales como en presencia de FGF2, (P =
0,0002 y 0,0096 para el factor genotipo y el tratamiento de 10 ng/ml de FGF2,
respectivamente). Sin embargo, el aumento de secrecion por FGF2 respecto al basal

mostro un patron similar para los dos genotipos (P de Interaccion 0,83).
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Figura 3.1: Prolactina secretada al medio de aultivo por cdlulas wildtype (WT) y knodkout (KO)
en condidones basales (ctrol) o estimuladas por FGF2 (FGF1 y FGF10 corresponden a 1y 10
ng/ml respectivamente). Los resultados estan expresados en ng/mi, * P< 0,05 vs. KO y ® P<
0,05 vs. control (ctrol) para los dos genotipos. N = 4 aultivos con muestras por auadruplicado en
cada grupo.

- Proliferacion de células adenohipofisarias

Evaluamos el efecto de FGF2 sobre la proliferacion en culivo de células
adenohipofisarias /7 vitro en forma comparativa en los distintos genotipos. Para elio
empleamos dos técnicas, una colorimétrica como es el ensayo de proliferacién con MTS
(Figura 3.2a) y otra radiactiva como es la incorporacion de Timidina tritiada (Figura
3.2b).

Ambos ensayos arrojaron resultados similares, un aumento de la proliferacién frente a
un estimulo de FGF2 de 10 ng/ml, sin diferencias de respuesta entre genotipos. Para los
ensayos de MTS los resultados se muestran como % de la densidad dptica de cada
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pocillo con respecto a la densidad éptica de células del mismo genotipo tratadas con
buffer (Figura 3.2a, P= 0,0061 para 10 ng/ml de FGF2 y P de interaccion= 0,82). Para
captacion de timidina los resultados estan expresados como % del promedio de las cpm
medidas para un mismo tratamiento respecto al promedio de las cpm del control

respecivo (P = 0,0042 para el tratamiento de 10 ng/ml de FGF2 para ambos

genotipos).
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Figura 3.2: a) Ensayo de proliferacidn por MTS en cultivo de células adenohiofisarias de ratones
hembra WT y KO para RD2. Las células fueron estimuladas durante 48 hs con buffer (ctrol) o
FGF2 (1 0 10 ng/mi, FGF1 y FGF10 respectivamente). * P < 0,05 vs. ctrol. N = 4 para cada
grupo. b) Efecto de 10 ng/mli de FGF2 sobre la incorporacidn de [*H]timidina en céiulas
hipofisarias en cultivo. (N=7, 6 para WT y KO, respectivmente). * P < 0.05 vs. control respectivo.

Concentracion hipofisaria de FGF2

Se determind la concentraciéon de FGF2 en homogenatos de hipdfisis de ratones hembra
KO y WT mediante la técnica de ELISA. Los extractos hipofisarios fueron previamente

purificados por tratamiento con Heparina-Sepharosa como se explicd anteriormente en
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materiales y métodos. Comprobamos que las hipdfisis KO tienen un menor contenido de
FGF2 que sus pares WT (Figura 3.3a, P=0,000011, los valores fueron normalizados por
g de proteina).

También se midié la concentracion de FGF2 en lisados de células adenchipofisarias
luego de ser cuitivadas durante 5 dias, obteniéndose resultados similares, una menor
concentracion de FGF2 en oélulas provenientes de animales KO respecto a las WT

(Figura 3.3b, P = 0,00014, los valores también se normalizaron por jig de proteina)
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Figura 3.3: Concentracidn basal de FGF2 en a) homogenatos hipofisarios y b) lisados de células
hipofisarias de ratones hembra WT y KO determinado por ELISA. * P < 0,05 vs WT; N=9,10
para homogenatos y N=3,3 para los lisados celulares.

Localizadion de FGF2 en hipdfisis de animales KO y WT para RD2

Hipdfisis de ratones hembra de ambos grupos fueron fijadas en formalina e incluidas en
parafina, y a partir de secciones de 4 pm se realizaron inmunohistoguimicas de
fluorescendia especificas para e factor FGF2 (Ver materiales y métodos). Como era de

esperar segun nuestros resultados de ELISA, observamos una menor marcacidén para
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FGF2 en los tejidos KO respecto a los WT. Pero ademas, a través de esta técnica
pudimos evidendar y cuantificar una localizacion diferendal de la proteina en los 2
grupos de animales. FGF2 mostré una localizacién predominantemente nudear en las
hipofisis de las hembras KO mientras que en las WT se detecté principalmente en
citoplasma. Los indices nudeares (nideos positivos sobre nudeos totales como se

explicara en mas detalle previamente) fueron 32,4 + 5,1 % in KO y 24,3 + 2,3 % en

WT, P = 0,027.

KO

Figura 3.4: Inmunohistoquimica de fluorescencia para FGF2 en cortes de hipdfisis de hembras
WT y KO. Cada imagen representa el patron promedio obtenido en al menos tres hipdfisis para
cada grupo. FGF2 se visualizd en el canal verde con un segundo anticuerpo acoplado a FITC

mientras que en rojo se detectan los nlcleos con una contratincion con yoduro de propidio.
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Nivedes de FGFRI1 hipofisanos

Medimos por Western Blot en forma comparativa en ambos genotipos la expresién del
FGFR1 en homogenatos de hipdfisis de ratones hembra. Los niveles de receptor fueron
normalizados a la expresién de actina de las muestras (Figura 3.5). Encontramos un
aumento significativo en la expresién del FGFR1 en las hipdfisis KO respecto a las WT (P
= 0,034)
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Figura 3.5: Expresion del FGFR1 hipofisario en los ratones hembra KO y WT para RD2. En cada
experimento la intensidad de banda promedio para FGFR1/actina de las hipdfisis WT fue
considerada el 100%. * P<0.05 vs. WT; N = 9 y 10 respectivamente. Abajo: westem
representativo para FGFR1 y su comrespondiente actina en homogenatos de hipdfisis de animales
KOy WT.
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Por inmunohistoguimica determinamos que FGFR1 localiza en el citoplasma de las
céiulas de ambos genotipos y confimamos ademds el aumento en la expresion del

mismo en las hipdfisis KO respecto a las WT (Figura 3.6).
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Figura 3. 6: Inmunohistoquimica representativa para FGFR1 en hipdfisis de hembras WT y KO.
La marca especifica para FGFR1 se observa en mamén (DAB) y los nucleos se contratifieron con
verde de metilo. A la derecha, la cuantificacién de la IHQ para FGFR1, donde au: unidades

arbitrarias. N=3 para cada genotipo, * P<0,05 vs. WT.

Una doble marcacién para FGFR1 y hormonas hipofisarias en cortes de hipdfisis de
hembras KO nos pemitid determinar que la inmunoireactividad para FGFR1 localiza
principaimente en los lactotropos hiperplasicos (Figura 3.7a, b y c). No obstante las
fotos que se muestran, aigunos somatotropos y gonadotropos aisiados resultaron
positivos para FGFR1 (menos del 5%).
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Figura 3.7: Doble inmunohistoquimica para FGFR1 y PRL (@) GH (b) y LH (c) en cortes de

hipéfisis de hembras KO para el RD2. En a) y b) el receptor se marcé con FITC (verde) y las
hormonas con Texas Red (rojo). Las flechas sefialan lactotropos que expresan FGFR1. En c) LH
se marco con SG, de color azul y el receptor con DAB, en marrdn. En este caso se contratiiié con

hematoxilina.

Fosforilacion por FGF2 de quinasas reguladas por sefiales extracelulares (ERKs)

En distintos tipos celulares FGF2 regula la proliferaciéon por activacion de la fosforilacion

de ERK1/2. Por este motivo evaluamos en nuestro modelo experimental la accién de
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FGF2 jn vitro, a distintos tiempos, sobre la fosforilacion de ERKs en células hipofisarias
de ratones hembra KO y WT.

Sorprendentemente observamos que en condiciones basales los niveles de pERK de las
células KO (relativizados a los de ERK1) fueron menores que los de las células WT
(Figura 3.8a P = 0,018). Pero en presenca de FGF2, el incremento en la fosforilacion
delta pERK/ERK1= [(pERK/ERK1)FGF2t — (pERK/ERK1)t0] resultd ser significativamente
mayor en las células KO para los tiempos de 5 y 10 minutos de estimulacion respecto a

las células WT (Figura 3.8b P < 0,02).
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Figura 3.8: a) Fosforilacion de ERK en condiciones basales relativizada a la expresion de ERK1
total en células hipofisarias en cultivo. * P<0.05 vs. WT, N= 5 para cada genotipo. b) Cinética de
fosforilacion de ERK en respuesta a FGF2 en células KO y WT. El estimulo de FGF2 de 50 ng/ml
se mantuvo durante distintos perfodos de tiempo entre 5 y 30 min * P<0,05 vs WT. N= 5 para
cada grupo y tiempo. ¢) Western biot representativo de pERK y ERK1 en lisados de céiulas
hipofisarias de ratones hembra KO y WT para RD2.
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Efecto del medio condicionado (CM) de cultivos hipofisarios sobre la proliferadion de
céiulas endoteliales HUVEC. Blogueo con antifGF2

FGF2 es un mitdgeno potente de las células endoteliales. Con el objetivo de probar la
capacipad angiogénica del FGF2 hipofisario, enfrentamos los CM provenientes de
cultivos de hipSfisis de los dos genotipos con células HUVEC sobre las que
determinamos, luego de 48 horas de incubacion, la incorporacién de 3[H]-timidina. Los
sobrenadantes de cultivo aumentaron a sintesis de ADN en e cultivo de HUVEC (Fig.
3.9a P < 0,0001 vs. BIC: DMEM libre de suero) y este efecto fue parcialmente inhibido
por un anticuerpo especifico contra FGF2 en igual magnitud para los 2 genotipos. (P =
0,0319 para el efecto del pretratamiento con el antiFGF2 y P Interaccion = 0,7851).
Como control del experimento se hicieron estimulaciones con FGF2, EGF y VEGF
sintéticos y con ellas se demostré la especificidad del anticuerpo, que bloqued el
aumento de la proliferacion inducido por FGF2 y no por VEGF o EGF sobre las células

HUVEC (Fig. 3.9b). En forma similar el antiVEGF solo inhibi6 el efecto de VEGF y no de

FGF o EGF (Figura 3.9.b)
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Figura 3.9: a) Las HUVEC se dejaron crecer hasta confluencia y luego se enfrentaron con CM de
cultivos hipofisarios de ambos genotipos o BIC en ausencia (buffer) o presencia de a-FGF2 (200
ng/mi). La proliferacién, estimada como incorporacién de [*H]-timidina al ADN se epresa como
porcentaje de las cpm incorporadas respecto al control de buffer. (cpm pocillo *100/cpm buffer ).
P< 0.05 vs. BIC, * P<0.05 vs. buffer respectivo (N=4). b) Control intemo de proliferacién de
HUVEC: VEGFmurino (10 ng/ml), FGF2 (2ng/ml), en presencia 0 ausencia de a-FGF2 (200
ng/mi), N = 3 cultivos con mustras por cuadruplicado.

Segln se puede observar en la Figura 3.9a, la captacién de timidina por las células
HUVEC en ausencia de medio condicionado también se redujo en presencia de a-FGF2,
lo que sugirid que el FGF2 que estaba siendo bloqueado en el ensayo con células
endoteliales era producido por las mismas células HUVEC y no provenia del CM.

En efecto, el ELISA para FGF2 en CM de cultivo arrojé niveles indetectables para el
factor en ambos grupos. Y ademds, la concentracion de FGF2 en las células HUVEC no
mostrd diferencias en presencia de BIC o de los CM de los dos genotipos (P = 0,3925

Fig. 3.10).

FGF2 en HUVEC
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Figura 3.10: Efecto del CM de cultivo de células adenchipofisarias WT o KO, o de buffer en la
expresion de FGF2 por las céiulas HUVEC. Determinaddn realizada por ELISA sobre 50.000
cdlulas endoteliales/podilio, N = 3.
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DISCUSION

En hipofisis FGF2 cumple funciones mitogénicas, angiogénicas y también participa en la
secrecién de homonas. Se encontré que, en rata, este factor regula la secrecién de PRL
y TSH en condiciones normales (Baird et a/. 1985) y en la linea celular tumoral GH3 es
capaz de estimular la secrecion de PRL pero no de GH (Black et a/. 1990) .

Los adenomas hipofisarios humanos productores de PRL, GH, ACTH, LH o no secretores,
liberan FGF2 in vitro siendo los prolactinomas los que mostraron una menor secrecion
(Ezzat et al. 1995).

Nosotros estudiamos la relacién entre el RD2 hipofisario y la expresidn y accién de FGF2
motivados por su funciones en la hipofisis normal y patologica y también por el hecho
de que en la hiperplasia hipofisaria inducida por estrdgenos, FGF2 ha sido relacionado a
la proliferacion celular y la angiogénesis (Schechter & Weiner 1991; Heaney et a/. 1999)
(Hentges ef a/. 2000)

Como pudimos determinar, el FGF2 exfgeno estimula la secrecion de PRL y la
proliferacidon celular en nuestro modelo experimental de hiperplasia hipofisaria de
lactotropos en ratones KO para el RD2, sin diferencias entre genotipos.

Pero, a diferencia de la hiperplasia en ratas tratadas con estrégenos donde FGF2 se
encuentra aumentado (Heaney et a/. 2002), las hembras KO mostraron una disminucion
en la expresion de este factor tanto en homogenatos de hipdfisis como en lisados
celulares en relacion a sus pares WT.

Esta discordancia para los dos modelos de hiperplasia hipofisaria experimental podria

estar relacionada a los bajos niveles de estrogenos que tienen las hembras KO en
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relacion a las WT (Kelly et a/. 1997; Saiardi et al. 1997) Se ha descripto gque
precisamente el estradiol actuaria creando un ambiente propicio para la expresion de
ciertos factores como FGF2 en las hipofisis de las ratas tratadas con dosis
farmacologicas del esteroide.

Por otra parte, la ausencia de} RD2 podria estar influenciando la expresion de FGF2 ya
que en sistema nervioso central se observdo que la activacion del RD2 aumenta la
expresion de este factor angiogénico en distintos sitios como corteza prefrontal,
hipocampo y nicleo estriado de rata (Fumagalli et a/. 2003).

Por otro lado, el gen transformante tumoral hipofisario (pttg) aumenta la expresion de
FGF2 (Zhang et a/. 1999b) y aumentos en la expresion de PTTG se comrelacionaron cori
aumentos de FGF2 en modelos murinos de tumores hipofisarios y en adenomas
hipofisarios humanos (Ishikawa et a/. 2001; McCabe et al. 2003). A su vez, FGF2 induce
también a PTTG y, aunque ambos se encontraron sobreexpresados en la hiperplasia
hipofisaria generada con estrogenos (Heaney et a/ 1999), nuestros resultados
demuestran que PTITG no participa en la hiperplasia de las hembras KO para RD2
(Capitulo 2) (Cristina et al. 2007). De esta manera, los bajos niveles de FGF2 hallados
en nuesiro modelo experimental también podrian relacionarse también con la baja
expresion de PTTG.

Finalmente, no debemos olvidar que FGF2 se asocia a la matriz extracelular y que
durante todo proceso de tumorogénesis existe una degradacion de la matriz extracelular
y por io tanto una disminucion en la expresion de sus componentes y liberacion de los
factores asociados a dicha matriz. Es asi como se ha demostrado en los ratones KO para
RD2 una disminucion de la expresion de laminina durante el proceso de tumorogénesis

hipofisaria (Kuchenbauer et a/ 2003). La disminucion de FGF2 podra reflejar una
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reduccion general de fa membrana basal por accion de metaloproteinasas de matriz, las
que tienen una actividad elevada en los adenomas hipofisarios humanos (Paez-Pereda et
al. 2005). Asi, el FGF2 unido a la laminina y a otros componentes de la matriz
extracelular podna estar siendo liberado en el proceso de remodelacion de matriz, y
entonces quedaria libre para participar de la angiogénesis y la tumorogénesis temprana.

Es interesante destacar que por inmunohistoquimica determinamos la existencia de una
localizacion subcelular diferencial para FGF2 entre genotipos. En las hipdfisis de las
hembras KO observamos un predominio de marca nuclear especifica para FGF2 mientras
que en las WT dicha marca resulto ser principalmente citoplasmatica. Es probable que
esia diferente localizacion celular se asocie en nuestro modelo de ratones con distintas
isoformas de FGF2 como también fue reportado para el modelo hiperplasia hipofisaria en
ratas tratadas con estrogenos (Mukdsi ef @/ 2006) y en células COS-1 transfectadas con
una unica o varias isoformas de FGF2 (Florkiewicz ef a/. 1991).

Dichos trabajos demostraron que las isoformas de alto peso molecular se localizan
preferentemente en el nucleo mientras que la de 18KDa lo hacen en el citoplasma. Este
hecho se relaciona directamente con la secuencia de ADN de FGF2 ya que la sehal de
localizacion nuclear se localiza rio arriba del codon AUG y ésta no se encuentra en la
forma de mas bajo peso molecular, que, por lo tanto puede migrar al citoplasma
(Bikfalvi et a/. 1997).

En refacién a nuestro trabajo, son interesantes los resultados de Marin y Boya (Marin &
Boya 1995) en los que la marca para FGF2 en células de hipdfisis humanas no tumorales
localizé casi exclusivamente en el citoplasma y las isoformas halladas fueron las de bajo
peso molecular, mientras que en los adenomas hipofisarios predominé la expresion de

la isoforma de 24KDa (Li et al. 1992).
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La diferente localizacion de FGF2 en las hipofisis de las hembras KO respecto a las WT
probablemente se relacione con los efectos que FGF2 pudiera tener sobre la
diferenciacion de los lactotropos, proliferacion y/o secrecion. De esta manera, a pesar de
existir una menor expresion de este factor en las hipofisis KO, no descartamos que
podria haber participado en el desarrolio temprano de la hiperplasia y en su

mantenimiento en las hembras adultas.

Existen cuatro receptores de membrana para FGF2 (FGFR1 a FGFR4) que poseen
actividad intrinseca tirosina quinasa (Moscatelli 1987). Es interesante seialar que
algunos adenomas hipofisarios humanos expresan isoformas anormales de los
receptores con una localizacion citoplasmatica de los mismos (Abbass et a/ 1997). En
ratas, FGFR1 ha sido relacionado a la accion de FGF2 en la hipofisis (Gonzalez et al.
1994). Nuestro hallazgo de una mayor expresion del FGFR1 en hipofisis KO que WT
podria relacionarse con la menor expresion de FGF2 que tienen los animales KO, que no
alcanzaria para disminuir la expresion de su receptor como ha sido descripto para otros

sistemas (Moscatelli 1994), (Choi et al. 2000).

Por otra parte, los mayores niveles de FGFR1 hipofisario en las hembras KO podrian
explicar el aumento en la fosforilacion de ERK inducida por FGF2 en este genotipo
respecto a sus pares WT. Las ERKs pertenecen a una familia de serina-treonina quinasas
que funcionan como integradoras de sefiales mitogénicas originadas en distintos
recepiores de membrana, en especial de receptores tirosina quinasa. La via de las ERKs

ha sido asociada a la proliferacion celular inducida por FGF2 y por muchos factores de
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crecimiento en distintos sistemas (Meloche ef a/ 1992), (Sulpice et al 2002). Sin
embargo en los lactotropos, la estimulacion del RD2 conduce a la activacion de ERK 1/2
y este evento se asocia con una inhibicion de la proliferacion en este tipo celular tanto in
vivo como in vitro (laccarino et al. 2002). En consecuenda, en las hipofisis de las
hembras KO para RD2 encontramos menores niveles de fosforilacion de ERKs en
condiciones basales, lo cual podria asociarse a una aumentada proliferacion de este
tejido /n vivo. De ser asi, FGF2 deberia ejercer sus acciones mitogenicas en este modelo
por una via diferente de las ERKs, ya que en nuestros experimentos in vitro este factor
fue capaz de incrementar la fosforilacion de estas quinasas como asi también de

estimular la proliferacion de las células de los animales KO.

Ademas estudiamos la participacion de FGF2 en la proliferacion de células endoteliales
proceso fundamental para la angiogénesis. Nuestros resultados en los experimentos en
células HUVEC sugieren que el FGF2 hipofisario no se secretaria activamente, sin
embargo podria participar en forma paractina cuando es liberado de la matriz
extracelular, afectando la proliferacion, sobrevida o permeabilidad de las células del
endotelio.

Por otro lado, FGF2 no ha sido relacionado a peliosis 0 aumento de la permeabilidad de
capilares y en general da origen a vasos maduros, fuertes y bien formados (Presta ef af.
2005). Por lo que creemos que el fenotipo vascular caracterizado por grandes lagunas
de globulos rojos en ausencia de vasos sanguineos observada en las hipdfisis de los
animales KO es fuertemente dependiente de VEGF como demostramos en el Capitulo 1

(Cristina et a/. 2005) y menos dependiente de FGF2. Mas aun, podriamos especular que
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en la hiperplasla de las hembras KO no existitia la interdependencia entre VEGF y FGF2
como si ha sido observada en otros modelos experimentales (Presta et a/. 2005) ya que

en las hipofisis de las hembras KO existen altos niveles de VEGF y bajos de FGF2.

Podemos concluir que la regulacion de la localizacion subcelular de FGF2 en las hipofisis
KO para RD2 podria resultar en un mecanismo de control de su actividad biologica y asi,
FGF2 a pesar de presentar una expresion disminuida podria estar actuando en la
proliferacién de las células en las hipdfisis hiperplasicas gracias a la mayor expresion del
receptor FGFR1, mostrando un rol diferente en los diferentes genotipos. Pero por otro
lado, el crecimiento lento y curso benigno de los prolactinomas son consistentes con los

bajos niveles de FGF2 en correlacion con PTTG hallados en las hipdfisis KO.
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CAPITULO 4
4. ADENOMAS HIPOFISARIOS HUMANOS
INTRODUCCION

Dentro de los adenomas hipofisarios, los prolactinomas son los mas frecuentes sumando
un 40% en el total de estos tumores. Como se menciond, la mayoria de los
prolactinomas son benignos y responden a la terapia con agonistas dopaminérgicos,
pero existen situaciones en las que se observa resistencia a la terapia, o intolerancia a
las drogas, y en consecuencia se generan tumores de gran tamaifio que requieren
cirugia, radioterapia o ambas.

Los esfuerzos para dilucidar la patogénesis de los prolactinomas permitiran en un futuro
desarrollar terapias moleculares alternativas para estos casos de resistencia y
agresividad.

La angiogénesis 0 desarrollo de nuevos vasos a partir de los ya existentes es un proceso
fundamental para el crecimiento de los tumores en general. €l VEGF es el principal
mediador del proceso angiogénico en distintos tipos de tumores, sin embargo el papel
de la angiogénesis, el VEGF y el FGF-2 no ha sido estudiado en profundidad en I
tumorogeénesis hipofisaria humana. Existe controversia en la literatura acerca del grado
de vascularizacion que poseen estos adenomas en si mismos y en relacion a la glandula
normal (de la Torre et al. 2004), pero no existen dudas de que la angiogénesis es

fundamental para el crecimiento de los tumores hipofisarios.

Al tener la angiogénesis una relacion estrecha con el comportamiento tumoral, las

terapias antiangiogénicas se presentan como potenciales alternativas en el cancer. Esta
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terapia dirigida ya se encuentra implementada en el cancer colo-rectal metastatico en
combinacion con la quimioterapia convencional donde actualmente se obtienen
resultados favorables si se comparan con la quimioterapia aislada (Bergsland 2004). En
otros tipos de cancer como el de mama y el de pulmon de células no pequeiias, e
tratamiento con anti-VEGF se halla en fases de investigacion clinica en estos momentos.
No hay datos en la literatura de tratamientos anti angiogénicos en los adenomas

hipofisarics.

OBJETIVOS

Como ya se comento, muchas citoquinas y factores de crecimiento han sido asociados a
la angiogénesis. Siguiendo nuestra linea de trabajo, el objetivo de esta parte de la tesis
fue el estudio de la expresion de los dos factores angiogenicos mas potentes que se
conocen: & VEGF y el FGF2 en hipofisis tumorales humanas. En particular, nos
interesaba determinar si su expresién era distinta en prolactinomas resistentes a
agonistas dopaminérgicos, tomando en consideracion a) nuestros resultados en ratones
con disrupcion del RD2, y b) que se ha descripto que en los prolactinomas resistentes
los RD2 se hayan disminuidos o disfuncionales (Caccavelli et a/. 1994a) (Molitch 2005).
Tambien evaluamos los indices de proliferacion de los tumores analizando la expresion
de PCNA, y el grado de vascularizacion de los mismos, estudiando la expresion de CD31.
Establecimos asimismo, correlaciones entre los parametros analizados para los distintos

tipos de tumores.
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MATERIALES Y METODOS

Pacientes

Pacientes del Hospital de Santa Lucia que fueron derivados a neurocirugia por tumor
hipofisario. Se dividieron los adenomas de acuerdo a la secrecion hormonal en
somototropinomas, prolactinomas, adenomas secretores de ACTH y adenomas no
funcionantes.

En especial se evaluaron los prolactinomas resistentes a tratamientos con agentes

dopaminérgicos, de acuerdo a los protocolos del hospitai.

Definicion de pacientes resistentes a agohistas dopamineérgicos

Si bien se han adoptado varias definiciones, en general, la que tiene mayor consenso es
la que contempla dos aspectos: 1) la imposibilidad de restaurar niveles normales de
prolactina, y 2) la imposiblidad de conseguir una reduccion mayor del 50% en el tamaiio
del tumor. Algunos pacientes responden a la terapia dopaminérgica con la normalizacion
de los niveles de prolactina sin reduccion sustancial del tamafio tumoral, y otros reducen
el tamafio sin lograr normalizar su prolactinemia (Velkeniers & Hooghe-Peters 1998).
Tanto micro como macroadenomas se tratan con cabergolina en dosis de 0,25 a 0.5 mg
por semana. Si no se logra la normalizacién de la prolactinemia se incrementa la dosis
de cabergolina hasta una dosis maxima de 5-7 mg por semana. Se tiene en cuenta la
tolerancia del paciente y la presencia de efectos adversos con el aumento de la dosis. La
periodicidad de monitoreo bioquimico con PRL es bimensual hasta lograr niveles séricos
normales de PRL, y cada 6 a 12 meses una vez alcanzado los mismos. Los controles de
imagenes a través de Resonancia Magnética por Imagenes (RMI) son a los 3-6 meses

en el caso de macroadenomas con compromiso visual y cada 12 meses en caso de
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tratarse de microadenomas y/o macroadenomas sin alteracion visual. Si la clinica indica
que el tumor esta comprimiendo areas vitales del cerebro y/o comprometiendo al nervio
optico, o el paciente sigue sin responder a la medicacion (crecimiento del tumor), se

aconseja la cirugia transesfenoidal como lo sugiere la literatura (Hamilton et a/. 2005).

En la literatura se ha visto que con relacién al fracaso de normalizacion de la
prolactinemia, se puede esperar una resistencia en un 25-50% de los pacientes
tratados con bromocriptina, y 5-18% de los tratados con cabergolina. Con respecto al
fracaso de obtener un 50 % de reduccion del tamafio tumoral, la resistencia puede
obtenerse en un tercio de los pacientes con bromocriptina y 5-10 % de los tratados con
cabergolina (Molitch 2005). La experiencia dlinica de los hospitales consultados indica un
15% de resistencia a los agonistas dopaminérgicos, por lo que llegan a la cirugia
transesfenoidal con diagndstico de resistencia a dopamina un pequeiio porcentaje de
pacientes inicialmente diagnosticados con prolactinoma. Nuestros resultados estan efi

buena concordancia con la literatura universal.

Obtencion de ias muestras

Durante la cirugia transesfencidal parte del tejido hipofisario tumoral es enviado para su
estudio anatomo-patologico (como de rutina) y parte es fraccionado en buffer Tris-
EDTA con inhibidores de proteasas para determinacion de factores de crecimiento y/o
marcadores del endotelio vascular o de proliferacion por Western Blot. Otra porcion se
recoge en formalina para estudios de inmunohistoquimica.

El paciente es informado por el cirujano interviniente de los estudios que se realizan,

firmando el respectivo consentimiento. La privacidad del paciente es siempre
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preservada. El Comité de Bioética del Hospital Santa Lucia aprobo el uso del

Consentimiento Informado del presente trabajo.

Western blot

Ya descripio en detalle en materiales y métodos generales. Para determinar la presencia
de vasos sanguineos dentro del tejido en crecimiento empleamos un anticuerpo
especifico para el marcador de endotelio: CD31 y para determinar la presencia de
células en proliferacion analizamos la expresion del Antigeno Nuclear de Proliferacién
Celular (PCNA), ambos anticuerpos son de Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA.

El Westem blot de VEGF y de PCNA ya fue descripto. Para CD31 se usaron condiciones
similares saivo que las muestras se resolvieron en geles de 6% debido a que es una

proteina de alto peso molecular.

Inmunohistoquimica

Los tejidos fijados en formalina fueron procesados en forma similar a lo descripto para
ratones en materiales y métwdos generales. En este caso los anticuerpos empleados
para IHQ fueron fueron los siguientes:

-antiPRL humana (1:200 NHPP-NIDDK)

-antVEGF humano (1:100 Santa Cruz Biotechniology, Santa Cruz CA)

-antiFGF-2 humano (1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA)

-antiVEGF humano (1:100 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz CA)

El protocolo empleado fue similar al de los capitulos 1 y 2. En este caso no se hicieron
evaluaciones cuantitativas, sino cualitativas: intensidad y tipo de marca, localizacion de

inmunorreactividad en forma comparativa.
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Andlisis estadistico
Se hicieron comrelaciones de las intensidades de las bandas obtenidas en Western Blot

para los distintos parametros estudiados. Para esto se determin6 el coeficiente de

correlacion de Pearson y se aplicé un test de correlacion para su andlisis.
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RESULTADOS

CGaractenisticas de los pacientes

nro PRL
caso Sexo edad(afios) | tipo de tumor (ng/ml)
1 | masculino 75 | PRLoma 16000
2 | femenino 30 | PRLoma K74
3 | femenino 45 | No funcionante VNI
4 | masculino 43 | GHoma 10
5 | femenino 43 | ACTHoma VNI
6 | masculino 31 | ACTHoma VNI
7 | femenino 33 | GHoma 1,1
8 | femenino 60 | No funcionante VNI
9 | femenino 22 | PRLoma 90
10 | masculino 52 | No funcionante VNI
11 | femenino 59 | No funcionante VNI
12 | masculino 43 | PRLoma 2769
13 | femenino 43 | No funcionante 172
14 | femenino 47 | No funcionante 118
15 | femenino 37 | No funcionante 50
16 | femenino 49 | No funcionante 68,5
17 | masculino 72 | No funcionante 248
18 | femenino 38 | No funcionante 54,1
19 | femenino 42 | PRLoma 63,4
20 | femenino 55 | No funcionante 33
21 | femenino 42 | No funcionante 73,5
22 | femenino 59 | No funcionante 17,3
23 | femenino 49 [ No funcionante 84,6
24 | femenino 45 | PRLoma 143,2
25 | femenino 45 | GHoma 14,4
26 | masculino 69 | No funcionante 13,6
27 | masculino 79 | No funcionante 20
28 | femenino 31 | PRLoma 150

VNI: Valores No Informados
Los 9 prolactinomas son resistentes.

Caracterizacion histologica de los prolactinomas resistentes a dopaminergicos.

A los prolactinomas resistentes se les realizaron Inmunohistoquimicas para PRL,
reveiando con DAB o Fluorescencia. Los pacientes han sido siempre uatados con
cabergolina (CG) y de la experiencia de los neurocirujanos y los patdlogos sabemos que

esta droga con el tempo vuelve fibrosos a los tumores y muchas veces en la histologia
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aparecen celulas agotadas en cuanto a su secrecion aunque la reaccion es distinta para
cada paciente. En los casos que recibimos, encontramos situaciones en las que todas las
células tumorales resultaron positivas para PRL, y/o muchas resultaron positivas y/o

escasas celulas dieron positivo para la hormona. (Figura4.1a, by c)

Factores angiogenicos
Expresion de VEGF en tumores hipofisarios humanos

Se determind por Westem Blot la expresion de VEGF en homogenatos de muestras
tumorales (prolactinomas resistentes a dopaminérgicos, somatotropinomas y adenomas
no funcionantes) obtenidas a partir de cirugias. El contenido de VEGF fue normalizado
con el de la proteina actina para cada muestra. Todos los tumores expresaron VEGF y el
nivel de expresion de esta proteina angiogénica varié en forma independiente del tipo

tumoral (Figura 4.2).
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Figura 4.1: Inmunchistoquimica para PRL en los distintos casos de Prolactinomas resistentes estudiados. a) Prolactinoma, caso 1, paciente tratado
con 7mg/semana de CG b) El mismo tumor, en otra zona, revelado con fluorescencia ¢) Prolactinoma, caso 28, tratado con 3,5 mg/semana de CG,
d) Prolactinoma, caso 19, tratado con 1mg/semana CG.
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Figura 4.2: a) Westem Biot representativo de VEGF con la banda de 46 KDa (arriba) y su actina
corespondiente (abajo) en distintos tumores hipofisarios. NF tumor no _funcdonante, PRLoma
prolactinoma, GHoma somatotropinoma. b) Cuantificadén de las bandas determinada por
densidad éptica (DO) de VEGF / DO de actina expresado en unidades arbitrarias (ua)

Al comparar los niveles de VEGF en cada tipo de tumor, observamos una alta
variabilidad entre pacientes (Figura 4.3). No obstante las diferencias en los niveles, es
importante destacar que todos los tumores mostraron expresion de VEGF hecho que
probablemente se refaciona con su necesidad de aporte de oxigeno y nutrientes a través

de una nueva vascularizacion.
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VEGF en adenomas hipofisarios humanos
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Figura 4.3: Expresion de VEGF relativizado a actina en unidades arbitrarias (ua) en los distintos
tipos de adenomas hipofisarios. PRLoma N=5, GHoma N= 3, ACTHoma N= 2. NF N= 11. Las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (NS) entre los distintos tipos de adenomas.
Los nuimeros en e grafico corresponden al numero de caso dlinico y— es & valor promedio para
cada tipo de tumor

Por otra parte, en nuestra muestra poblacional la expresion de VEGF no correlaciond con
la edad de los pacientes (= 0.058, NS) como ha sido descripto en la literatura (Niveiro

et al, 2005).

Localizacién de VEGF en los tefidos hipofisarios tumorales

Como demostramos en capitulos anteriores no solo es importante la magnitud de la

expresion, sino también su localizacion celular. Para ello, identificamos VEGF por
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inmunohistoquimica en cortes en parafina de los prolactinomas resistentes y adenomas
no funcionantes obtenidos de cirugia. La marca de VEGF encontrada en las células
tumorales (ambos tipos de adenomas) resultd ser siempre citoplasmatica y algunas
muestras tuvieron ademas, tincion nuclear. Por otra parte, algunas muestras
evidenciaron inmunorreactividad intensa en aisladas células tumorales (Figura 4.4a y c)
mientras que otras desarrollaron una marca mds generalizada en todo el tejido (Figura
44eyf).

Ninguna de estas caracteristicas fue mas predominante que la otra en un tipo tumoral.

Expresion del Factor de Crecimiento Fibroblastico-2 (FGF2) en cortes histolégicos de
muestras de tumores hipofisarios

Por inmunochistoquimica determinamos la presencia de FGF-2 en el parénquima de los
distintos tipos de tumores. La immunomeactividad fue positiva en un 56% de los
tumores analizados, y la proteina se localizé en el citoplasma celular en todos los casos

(Figura 4.5).
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Figura 4.4: Inmunohistoquimicas representativas para VEGF en los distintos tipos de tumores de

hipéfisis. a) Prolactinoma, caso 1, b) Control negativo sin primer anticuerpo, caso 1 ¢) Adenoma
No Funclonante, caso 21 d) Control negativo sin primer anticuerpo, caso 21 e) Prolactinoma, caso
28 f) Prolactinoma, caso 19.
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a) b)

Figura 4.5: Inmunorreactividad de FGF 2en a) Adenoma No Funcionante, caso 15. b)
Somatotropinoma, caso 4 ¢) Prolactinoma, caso 1 d) Corticotropinoma caso 5.
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Marcadores endoteflakes
Expresién de CD31 en tumores hipofisarios humanos

Por Westem Blot determinamos la expresion del marcador de endotelio CD31 en
homogenatos de los distintos tipos de tumores hipofisarios humanos. Se sembrd un
lisado de células endoteliales humanas (HUVEC) como control positivo y la intensidad de
banda de CD31 se relativizd a la de actina. No se observaron diferendas significativas
entre los niveles de expresion de la proteina CD31 entre prolactinomas y tumores no

funcionantes (nos resultd imposible analizar el resto de los tipos tumorales) (Figura 4.6)
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Figura 4.6 Armiba: Banda de 140 KDa para CD31 en un Westemn Blot representativo para
Prolactinomas (PRL) y Adenomas No Funcionantes (NF), endot: cdlulas endoteliales HUVEC.
Abajo: Densidad de puntos para CD31/actina en ambos tipos de tumores, PRLoma N=5, No
Funcionante N=9, NS. Los niimeros en el gréfico comesponden al niimero de caso clinioy — es
el valor promedio para cada tipo de tumor. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias
(UA).

Relacion entre los niveles de expresién de VEGF y CD31 en muestras de adenomas
hipofisarios humanos

Para los pacientes en los que ambos parametros pudieron ser determinados, se estudio
la posible relacién entre los mismos. Hallamos una comrelacion lineal positiva entre los

datos que resulto ser estadisticamente significativa (N= 10, r= 0,8; P=0,01, Figura 4.7).
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Figura 4.7: Comrelacion entre la expresion del factor angiogénico VEGF y e marcador de

endotelio CD31 relativizados a actina en adenomas hipofisarios humanos.
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Proliferacion

Antigeno nudear de proliferacion celular (PCNA)

En los homogenatos de los tumores también se midié la proteina PCNA por Westem Blot
como una medida de la proliferacién celular, y se la relativizé al contenido de actina. No
se observaron diferencias entre los distintos tipos de tumores (Figura 4.8). Sin embargo,
el tumor NF recidivante, (nico en nuestra serie, presentd los mayores niveles del
marcador de proliferacion celular PONA (caso 26 en figura 4.8), hecho que se vio
reflejado en el extraordinariamente alto nimero de niicleos positivos hallados en la IHQ
para PCNA (Figura 4.9). Indice cinético celular determinado por KI-67: 9,5% (no se

muestra).
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c) PCNA en tumores hipofisarios humanos
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Figura 4.8: a) Westem blot representativo para PCNA con la banda especifica de
aproximadamente 45 KDa y la correspondiente banda de actina b) Dispersién de los resultados
para cada tipo de tumor relativizados a actina, PRLoma N=7, No Funcionante N=8, ACTHoma
N=1 y GHoma N=2. c¢) Promedios para cada tipo de tumor.

Figura 4.9: a) IHQ para PCNA del caso clinico nro 26, tumor NF, recidivante. Tincién con DAB y

contratincién de los nicleos con hematoxilina. b) Control negativo sin primer anticuerpo.
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Correladon entre la proliferacién celular en los tumores hipofisarios y el marcador de
células endoteliales CD31
Nuestros datos no mostraron la existencia de una comrelacion lineal entre PONA y CD31 para las

muestras estudiadas (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Correlacidén CD31 vs PCNA en los homogenatos de adenomas hipofisarios analizados

por Westem Blot N=11. P =0, 07

Correladién entre VEGF y PCNA en las muestras de tumores humanos

Estas proteinas no mostraron una cormelacion lineal en nuestro grupo de muestras. El
andlisis se hizo sin distinguir el tipo de tumor (Figura 4.11). E! resultado obtenido no
resultd sorprendente luego de analizar la correlacion entre PCNA y el marcador de
endotelio CD31.
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Figura 7. 11: VEGF vs PCNA en los homogenatos de adenomas hipofisarios analizados por
Westem Blot. N = 14. P > 0,05,
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DISCUSION

La importancia del estudio de la angiogénesis en los tumores endécrinos radica en la
necesidad de hallar marcadores moleculares y caracteristicas que predigan ei
comportamiento que tendran dichos tumores y que expliquen por qué algunos se
vuelven agresivos e invasivos mientras que otros permanecen adormecidos por afos
hasta encontrarios en forma casual en las autopsias o en exploraciones del cerebro por
otros motivos ajenos a la hipdfisis.

Los adenomas hipofisarios son en su mayoria benignos, de crecimiento lento con una
frecuencia de metdstasis extremadamente baja. Sin embargo, su caracteristica de
éscasa agresividad no excluye la participacion de la angiogénesis durante su desarrollo.
También en otros tumores en estadios tempranos, como las lesiones benignas o
precancerosas de glandula mamaria y cérvix, se observa un incremento de la
vascularizacion respecto a los tejidos normales, lo que demuestra que la malignidad nc
€s un requisito determinante en la necesidad de generacion de nuevos vasos.

El balance entre factores proangiogénicos (como VEGF y FGF2) e inhibidores de
angiogenesis definen el proceso neto de vascularizacion que se dara tanto en la hipofisis
normal como tumoral. El proceso involucra la interaccion entre células tumorales,
endoteliales, macrofagos, fibroblastos y la matriz extracelular, cada componente siendo

capaz de liberar factores reguladores del mecanismo de angiogenesis.

£l principal hallazgo de nuestro estudio es que el VEGF esta presente en todos los

tumores hipofisarios analizados, en forma independiente a su clasificacion hormonal. En



este sentido, no podemos decir que el VEGF se exprese Unicamente en prolactinomas
resistentes. Por otro lado la expresion de FGF-2 no fue generalizada. Encontramos
ademas, distintos niveles de expresion del marcador de endotelio CD31 que
semicuantificamos por Western Blot como una medida del area vascular Se comparo el
nivel de esta proteina entre dos tipos de tumores hipofisarios: Prolactinomas y
Adenomas No Funcionantes, y no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos. Cabe destacar que fue imposible acceder a hipofisis normales para la
determinacidn de niveles controles de factores de crecimiento, por lo que discutimos
nuestros resultados en base a la comparacion entre los distintos tipos de tumores, y a
los aportes hechos en la bibliografia. Se observo una fuerte dispersion de los datos
dentro de cada grupo lo que determind que el analisis no se realizara en funcion de los
valores medios obtenidos para cada tipo de tumor sino en forma global para todas las
muestras tumorales. Por otro lado se observd una correlacidn significativa entre el CD31
y el VEGF, lo que indicaria que el VEGF esta asociado con la angiogénesis tumoral en las
hipofisis. Sin embargo VEGF no correlacioné con PCNA, lo que indicaria que su expresion
no esta asociada al grado de proliferacion de los tumores.

A pesar de que VEGF ha sido descripto en hipofisis humanas normales y tumorales, los
resultados obtenidos por los distintos autores resultan en general contradictorios.
Algunos autores lo han asociado al comportamiento tumoral, encontrandolo elevado en
macroprolactinomas y carcinomas como una medida del mayor grado de angiogénesis
(Lloyd ef a/. 1999) e invasividad (Pan et a/. 2005) ( Turner 2000 J Endocrinol 161). Por
otra parte, en esos mismos trabajos la expresidn de VEGF resultd mas elevada en las
hipdfisis no tumorales que en los adenomas selares, no invasivos. Sin embargo, Atkin y

¢olaboradores hallaron mayores niveles de ARN mensajero para VEGF en los tejidos
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tumorales respecto a las hipofisis normales (J Endocr 160, 1999). Finalmente también se
halld una estrecha correlacion entre hemorragia intratumoral y VEGF en adenomas
hipofisarios (Arita et a/, 2004).

De lo expuesto se desprende que no hay unanimidad en cuanto a la expresion de VEGF
en distintos tumores hipofisarios, y sus caracteristicas. En nuestros experimentos, que si
bien no incluyen tejidos controles, detectamos expresion de VEGF en cada una de las
muestras de tumor independientemente del tipo de secrecion hormonal del mismo.
Dicha expresion localizé en el citoplasma de algunas, pero no todas, las células del
tumor en los distintos cortes inmuno histoquimicos y correlaciono con la expresion del
marcador para endotelio CD31. El hecho de que todos los tumores hipofisarios expresen
VEGF marca la importancia de este factor para el desatrollo de la masa tumoral
hipofisaria. Y por otro lado, la comelacion positiva con CD31 lo vincularia con el
crecimiento de nuevos vasos generados dentro del tumor lo que refiejaria la necesidad
de vascularizarse para crecer.

La hipofisis normal es muy vascularizada como todos los organos endocrinos, con un
endotelio de gran permeabilidad y fenestrado, condiciones fundamentales para regular
en forma rapida y precisa la secrecion hormonal en respuesta a pequeiias variaciones en
sus factores estimulatorios y/o inhibitorios . VEGF se expresa en la hipéfisis humana en
condiciones normales y seria responsable de las caracteristicas permeables de sus vasos
sanguineos aunque, como en situaciones fisioldgicas no hay angiogénesis, la inhibicidn
del proceso seria dominante de la situacidn con el fin de mantener un endotelio
quiescente .

Si bien la hipdfisis tumoral requiere de la angiogénesis para su crecimiento, el hecho de

un posible bajo grado de vascularizacién descripto para los adenomas intraselares podria



asociarse a la naturaleza benigna de los mismos, a su velocklad de crecimiento lenta y a
ia baja probabilidad de metastasis que muestran estos tumores.

Sin embargo nuestros resultados, en concordancia con otros autores, sugieren que la
vascularizacion en correlacion con VEGF esta presente en distintos tipos de adenomas
hipofisarios, y que, por ende VEGF podnia ser un blanco terapéutico aitermativo, en
especial en aquelios tumores altamente vascularizados. La correlacion entre VEGF y
hemorragia inratumoral hallada por (Arita et a/. 2004), es reminiscente a la relacion
entre peliosis y expresion de VEGF que describiéramos en nuestro modelo experimental
de ratones knockout para el RD2 (Capitulo 1), y estaria relacionada a la accion
permeabilizante vascular del VEGF.

PCNA es una proteina nuclear no histona que sirve como cofactor de la ADN polimerasa
delta durante la sintesis de ADN, se acumula en el nucleo durante el ciclo celular, en
células que han pasado por G1/S. Dos estudios mostraron indices de marcacién de PCNA
mayores en hombres con macroprolactinomas en comparacion con mujeres con ei
mismo tipo de tumor, pero dichos estudios no hallaron diferencias en este indice entre
macroprolactinomas invasivos y no invasivos, excepto en grupo pequeno de
prolactinomas invasivos resistentes a agentes dopaminergicos. Resultados similares se
encontraron con otro marcador de proliferacion celular, el Ki-67, detectado con el
anticuerpo monoclonal Mib-1 (Delgrange et a/. 1997) (Ma et a/. 2002).

PCNA no mostré correlacion con el marcador de endotelio CD31 en nuestro grupo de
tumores, dato que coincidié con el de otros autores al relacionar la proliferacion medida
por KI-67 y la micro densidad vascular (MVD) contando vasos tefiidos con CD31 o CD34.
Esto significaria que el grado de proliferacion de un adenoma no esta estrictamente

limitado por su irrigacion, sino que dependeria también de la alteracion patogénica que



lo origind. En otro tipo de tumores como el de mama y el cancer colorrectal también ha
sido descripta la ausencia de comelacion entre estos dos parametros. Tumer y
colaboradores identificaron sin embargo, una relacion positiva entre la MVD vy la proteina
antiapoptdtica bdl-2, sugiriendo una relacion entre angiogénesis y apoptosis. En este
sentido, se ha descripto que VEGF no sélo es capaz de estimular la proliferacion de las
células endoteliales sino también de prolongar la sobrevida de las mismas por induccion
de la proteina bcl-2. Es dedr que la angiogénesis pareceria relacionarse mas a la
prolongacion de la vida del tumor que a su capacidad proliferativa.

El FGF2 es un mitdgeno potente de muchos tipos celulares y también un factor
angiogénico. Ha sido identificado tanto en la hipdfisis humana normal como tumoral (Li
et al. 1992) (Gospodarowicz et al. 1984) y muchos trabajos sugieren que FGF-2 tendria
un rol en la progresion de los tumores hipofisarios (Zimering et a/. 1993)

En sueros preoperatorios de pacientes con tumores hipofisarios se detecta FGF2 que
decae luego de la cirugia, mientras que en sueros de personas sanas este factor es
indetectable (Ezzat et al. 1995).

Nosotros detectamos FGF2 en las células tumorales de cada uno de los tipos de
adenomas hipofisarios lo que sugiere una participacion del mismo en el desamollo o
mantenimiento del adenoma ya sea a nivel de angiogénesis y/o de proliferacion. La
localizacién fue citoplasmética, sin observarse en el nideo como describiéramos en el
modelo de ratdn knockout para el RD2.

En condusion, nuestros datos demuestran que tanto los prolactinomas resistentes a

agonistas dopaminérgicos, como otros tipos de adenomas hipofisarios expresan VEGF.

Si bien en hipéfisis normales su localizadon es predominantemente en células foliculo
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estrelladas, en los tumores las células adenomatosas también lo producen. Su expresion
esta en correlacion con la vasculatura del tumor y no en relacion directa con el e indice
de proliferacion de los tumores, y. El FGF2, en cambio, no fue expresado por todos los
adenomas. Estos resultados en su conjunto nos llevan a un mejor entendimiento del
control de la anglogénesis en los tumores hipofisarios que permitiria en un futuro una
comprension cabal de los mecanismos de tumorogénesis. Esto facilitaria la toma de

decisiones terapéuticas adecuadas a cada caso en particular.
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DISCUSION GENERAL

En el presente trabajo estudiamos la participacidn de factores de crecimiento en la
génesis y el desarrollo de la hiperplasia de lactotropos y tumores hipofisarios. Por un
lado, profundizamos los roles del Factor de Crecimiento Fibroblastico-2 y al Gen
Transformante Tumoral Hipofisario en la hiperplasia de lactotropos de los ratones
hembra knockout para el receptor dopaminérgico D2. Estos dos factores fueron
descubiertos en células hipofisarias y detectados en tumores de hipéfisis humanos como
asi también en otros modelos murinos de prolactinomas. Y, de manera paralela,
estudiamos al Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular, el agente angiogénico gue
ha sido mas relacionado con procesos tumorales en general, y adenomas hipofisarios en
particular. En los tres casos, determinamos la posible asociacion de la expresion o
funcion de los factores con el sistema dopaminérgico en hipdfisis, ya que la
desregulacion de este sistema ha sido relacionada con la generacion de prolactinomas
experimentales.

Finalmente, siguiendo nuestra linea de trabajo en ratones, analizamos la expresion de

estos factores en adenomas hipofisarios humanos obtenidos a partir de cirugias.

Los ratones KO para el RD2 fueron generados con el proposito de estudiar los cambios
asociados a la enfermedad de Parkinson en la que se produce una degeneracion de las
neuronas dopaminérgicas Pero no resultaron ser un buen modelo para esta enfermedad

humana. Por otro lado, debido a la ausencia de RD2 funcionales en hipofisis, las
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heimbras desarrollaron a fos 8 meses aproximadamente una hiperplasia hipofisaria de
lactotropos junto a una hiperprolactimemia cronica que comienza a evidenciarse entre el
primer y segundo mes de vida (Diaz-Torga el a/ 2002; Kelly et al 1997). A los 18
meses las hembras ya tienen verdaderos adenomas de lactotropos mientras que las
hipofisis de los machos a esta edad muestran pequeiios focos con microadenomas sin
haber pasado por el estado de hiperplasia a edades mas tempranas como ocurre en las
hembras (Asa et a/ 1999). Este modelo resulta de gran utilidad para estudiar la
generacion de prolactinomas, en particular de aquellos prolactinomas con deficiencia en

10s RD2.

En humanos los prolactinomas constituyen el subtipo de adenoma hipofisario mas
frecuente (Gillam et a/. 2006). En general responden a la terapia farmacoldgica con
agonistas dopaminérgicos pero un porcentaje de pacientes es intolerante a las drogas,
resistente desde un comienzo o se vuelve resistente con el transcurso del tiempo. En
estos casos, una nueva altemativa terapeutica como por ejemplo el bloqueo de factores
angiogénicos resultaria alentadora dado que los prolactinomas resistentes se vuelven

en su mayoria invasivos y deben ser extirpados.

Los factores de crecimiento en hipdfisis cumplen funciones importantes tanto a nivel de
de la secrecion de hormonas como de la proliferacion celular actuando en forma
paracrina, autocrina e intracrina (Larson et a/. 1990) (Ferrara et a/. 1987) (Renner et al.
2002). En este sentido, las células foliculo estrelladas, que son fuente de varios factores

de crecimiento, participan activamente de la regulacion de la funcion hipofisaria ya que
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han sido relacionadas con la regulacion del transporte de iones, la fagocitosis, con
acciones troficas, de células madre y regulacion paracrina (Hentges et a/. 2000).

Los adenomas hipofisarios humanos tienen un origen monocional y en ellos, al igual que
en los modelos experimentales, la desregulacion de factores de crecimiento estarian
creando un ambiente propicio para la proliferacion celular y la propagacion de las
mutaciones.

VEGF es una de las citoquinas mas importantes involucradas en la angiogénesis en
condiciones fisioldgicas y patolégicas (Fesrrara et al, 2003). Es reconocido por su rol
fundamental en el crecimiento de tumores ya que todos requieren del desarrollo de
nueva vasculatura cuando su volumen sobrepasa los pocos milimetros. En nuestro
trabajo encontramos una mayor expresion de VEGF en las hipdfisis hiperplasicas de las
hembras KO para el RD2 cuando se compararon con sus pares WT, junto con presencia
de peliosis y vasos tortuosos y de gran diametro con endotelio altamente
permeabilizado. Este VEGF es producido por las células foliculo estrelladas en las
hipofisis KO en mayores niveles que en WT (no hallamos diferencias en la
inmunorreactividad para S-100 entre los grupos). Por otra parte el VEGF /n vitro no
afecto la proliferacion de las células adenchipofisarias enddcrinas, demostrando que los
receptores para este factor (KDR) se encuentran en el endotelio de la hipéfisis y por fo
anto el VEGF producido por las células foliculo estrelladas actuaria en forma paracrina
sobre los vasos modificando sus propiedades de modo tal de favorecer el crecimiento
celular.

Nuestros resultados del tratamiento cronico de ratones hembra WT con el antagonista
dopaminérgico haloperidol demostraron que la activacién del RD2 por dopamina inhibiria

tdnicamente la expresién de VEGF en hipéfisis, como reportara también Risau para el
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endotelio vascular. Es decir que el aumento en la expresion de VEGF hipofisario en los
animales KO se relacionaria en forma directa con la ausencia de receptores funcionales

tipo D2,

Por otra parte, FGF-2 a diferencia de VEGF, confiere otras caracteristicas a los vasos, de
un alto grado de madurez y escasa permeabilidad, diferentes a las halladas en las
hipofisis KO. Estos datos mas nuestros resultados de menor expresion de FGF2 en
hipéfisis de ratones KO indicarian entonces que FGF-2 no estaria afectando el fenotipo
vascular en este modelo. No obstante, y a pesar de su menor concentracion en las
hipofisis KO, podria tener efectos sobre el crecimiento celular y la secrecion de
prolactina debido a la distinta localizacion subcelular que observamos en las hipofisis de
ratones de distinto genotipo. Ademas, los receptores celulares para FGF-2 (FGFR1) que
localizaron principalmente en los lactotropos en las hipdfisis KO, se encontraron
sobreexpresados en este grupo respecto al WT.

Por otro lado, y en coincidencia con estos ultimos resultados describimos que la
expresion de PTTG estd disminuida en hipdfisis de ratones KO. Es decir que de los tres

factores angiogenicos, el VEGF era el Unico que estaba aumentado.

Por lo anteriommente expuesto, se decidid realizar un tratamiento antiangiogénico
bloqueando al VEGF (VEGF-Trap) en las hipdfisis KO. EI experimento se realizé con
hipdfisis transplantadas en silastic en forma subcutdnea para tener un mejor acceso al
tejido y poder aplicar dosis mayores. Obtuvimos como resultado después de 12 dias de
tratamiento, transplantes altamente irrigados con un gran crecimiento de tejido fibroso e

hipofisario por fuera del tubo en el caso de los controles inyectados con vehiculo,
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mientras que ninguna de estas caracteristicas se observaron en los animales tratados
con la terapia antiangiogénica. En cortes histologicos de las hipofisis tratadas con VEGF-
Trap se vio una marcada disminucion en la tortuosidad y permeabilidad como asi

también una mayor integridad de los vasos respecto a las hipofisis controles.

En conclusion, |a ausencia de inhibicion dopaminérgica en las hipofisis de las hembras
KO para RD2 produce un aumento del VEGF que, al modificar las caracteristicas de los
vasos sanguineos intrahipofisarios favoreceria la llegada de otros factores, de
crecimiento o nutrientes, induciendo el desarrollo de la hiperplasia de los lactotropos.
Este hallazgo es de gran importancia ya que posiciona al sistema VEGF/KDR como
posible bianco terapéutico en los adenomas hipofisarios secretores de PRL y resistentes

a agentes dopaminérgicos.

Se profundizo ademas la existencia de una conexion entre el sistema de la dopamina a
nivel hipofisario y la expresion de PTTG. Para ello hicimos uso de tres modelos de
prolactinomas: las ratas jovenes tratadas con dosis famacoldgicas de estrégenos, las
ratas seniles de 32 meses de edad y los ratones hembra KO para el RD2. Los tres
modelos comparten el aumento en la proliferacion de los lactotropos, la
hiperprolactinemia y la escasa o nula accién dopaminérgica a nivel de la glandula
hipofisaria. De manera interesante, encontramos que PTTG no sigue el mismo patrén en
los 3 casos ya que: en las ratas con tratamiento estrogénico hallamos una
sobreexpresién de PTTG al compararlas con los controles, en las ratas seniles no se
observaron diferencias respecto a las jovenes y las hembras KO tienen menores niveles

de PTTG que su contraparte WT. Asimismo en nuestra muestra poblacional de
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adenomas humanos, no se detectaron diferencias en los niveles de ARNm de ptig entre
pacientes sensibles y resistentes a la terapia con dopaminérgicos. En cambio, si pudimos
asociar los niveles de expresion de PTTG con la accion de los estrogenos a nivel
hipofisario dado que solo en las ratas tratadas con estrogenos (tienen elevados niveles
de estrogenos séricos con reduccion de los receptores de estrogenos en hipofisis)
determinamos un aumento de PTTG. Es decir, que PTTG no es una caracteristica

necesaria para el desarrollo prolactinomas con falla en el control dopaminérgico.

Basandonos en los conocimientos generados a partir de los modelos experimentales,
extendimos nuestro trabajo al estudio de los factores anglogénicos VEGF y FGF-2 en
adenomas hipofisarios humanos. En nuestro grupo de 28 tumores constituido por 9
prolactinomas resistentes, 3 somatotropinomas, 2 tumores secretores de ACTH y 16
adenomas no funcionantes, observamos que [a totalidad expresaba VEGF, si bien el
patron de localizacion era distinto; mientras que la mitad producia FGF-2. Ademas la
expresion del marcador de endotelio CD31 mostro una correlacion positiva con VEGF,
hecho que vincula indefectiblemente a este factor de crecimiento vascular con a
angiogenesis de la hipofisis tumoral. Por otra parte, el nivel de expresion del marcador
de proliferacion celular PCNA no comrelaciondé con CD31 ni con VEGF, por lo
interpretamos que quizds la angiogénesis de estos tumores benignos no esta

necesariamente asociada a proliferacion.

En conclusién, podemos decir que la expresién de VEGF en los prolactinomas resistentes

a agonistas dopaminérgicos y en los olros tipos de adenomas hipofisarios se relaciona

con la angiogénesis tumoral mientras que la expresion de FGF-2 y PTTG no pudo
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generalizarse de la misma manera. Tomando en consideracion también nuestra
experiencia en modelos animales de hiperplasia y tumores hipofisarios, creemos haber
contribuido a una mejor comprension de la patologia hipofisaria en un intento de
encontrar nuevas alternativas en el tratamiento para aquellos casos en los que las

terapias convencionales con las que contamos hoy no resultan efectivas.
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