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Prologo



Mi relacidén con esta catedra comenz6 hace ya muchos afios cuando inicie la
carrera de Medicina. Fueron mis primeros profesores los que me pusieron en
contacto con el cuerpo humano, con la anatomia, que es la base para poder
ejercer mi profesion como cirujano ginecolégico y comprender el
funcionamiento del cuerpo.

Mi primera colaboracion con el departamento de Anatomia fue como jefe de
mesa, y desde alli cuando empezaba a vivir y a aprender lo que desde mi
infancia buscaba; encontre a los maestros que me explicaban la anatomia con
las diferentes funciones que el cuerpo debe realizar. Desde entonces y con la
vision anatomica como base, fui curso a curso entendiendo la importancia del
conocimiento y que la investigacion es necesaria para la formacion continuada
de un clinico que espera ser algo mas que un “practico”.

Posteriormente, realice mis cursos de doctorado mientras comenzaba mi
formacion especializada, lejos de Salamanca y de la catedra en la que me
sentia tan agusto.

Aunque con la dificultad de la distancia pero con la idea de la investigacion,
se mantuvo cierta colaboracion y de ésta surgio la posibilidad de realizar mi
tesis doctoral.

Gracias al empefio, al trabajo conjunto y grandes dosis de ayuda se ha ido
materializado: de una serie de ideas, mas o menos coherentes, a una tesis
doctoral.
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Regulacion paracrina extragonadal de los esteroides gonadales. La
aromatasa P450.

Modelos en animales experimentales que incluyen mutaciones naturales en el
gen de la aromatasa o ratones knockouts para la aromatasa o para el receptor
estrogénico, cuya caracteristica principal es la insuficiencia estrogénica, han
permitido comprobar que los estrégenos poseen efectos fisioldégicos que no
guardan relacién con la reproduccién, que se dan en machos y en hembras, y
que afectan a diferentes aparatos y sistemas, como: el sistema nervioso, el
hueso, el aparato cardiovascular, el higado, el tejido adiposo y, en general, la
homeostasis energética (Lubahn y col., 1993; Smith y col., 1994; Krege y col.,
1998; Fisher y col., 1998; Couse y col., 1999; Dupont y col., 2000; Jones y
col., 2000; Simpson y col., 2005).

La mayoria de estos efectos no se deben a los estrégenos circulantes, sino a
los estrogenos sintetizados en 6rganos diferentes a las gonadas y, en muchas
ocasiones, sin relacién con el aparato reproductor, como la mama, el cerebro,
el hueso o el endotelio vascular; donde actian de forma paracrina o
autocrina.

La sintesis estrogénica no gonadal depende de la existencia de una fuente
androgénica circulante, la testosterona o de fuentes locales, ya que las
células son capaces de producir testosterona a partir del colesterol libre, la
androstendiona, la DHEA o la DHEAS circulantes.

La testosterona puede actuar directamente sobre un receptor androgénico,
convertirse por actuacion de la 5-a-reductasa en dihidroepiandrosterona que
también actua sobre un receptor androgénico, o bien, por actuacion de la
aromatasa, convertirse a estradiol que actua sobre un receptor estrogénico.

Ambos, testosterona y estradiol pueden salir de la célula y, tras reducirse,
circular como metabolitos en tasas superiores a los que cabria esperar
analizando las tasas de los esteroides activos circulantes.

La importancia y la complejidad de estos procesos se pone de manifiesto si se
consideran hechos demostrados como:

v Las mujeres y los varones producen cantidades semejantes de
testosterona y estradiol y ambos esteroides juegan papeles fisioldgicos
importantes en los dos sexos.

v Mientras que en las mujeres premenopausicas la mayoria de la
testosterona se forma, actia y se metaboliza en tejidos diana
especificos, en los varones, la testosterona circula como una hormona
procedente del testiculo principalmente y actia de forma global. Por
tanto, en la mujer la testosterona actua de forma paracrina, mientras
gue, en el varon, lo hace de forma endocrina.

v Al contrario, en los varones, la mayoria del estradiol se forma, actia y
metaboliza en tejidos diana, mientras que, en la mujer
premenopdausica, el estradiol circula como una hormona y actua
globalmente.
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v En las mujeres postmenopausicas, tanto la testosterona como el
estradiol se forman, actian y metabolizan localmente.

Las acciones locales de los estrégenos son variadas:

v Su sintesis en el cerebro, el higado, el musculo y el tejido adiposo les
hace ser importantes reguladores de la homeostasis energética del
organismo, actuando en sinergismo con leptina, adiponectina, resistina
y cortisol o corticosterona, hasta el extremo de que su carencia da
lugar al desarrollo de un sindrome metabolico (Simpson y col., 2005).

v" Son importantes reguladores del desarrollo y el crecimiento de la
mama, pudiendo, en algunos tipos de tumor, jugar un papel relevante
en la carcinogénesis mamaria (McGuire y col., 1975; Tekmal y Santen,
1999). En particular, en los canceres de mama estrogeno dependientes,
en mujeres postmenopausicas, el aumento en la expresion de la
aromatasa mamaria da lugar a un aumento en el contenido estrogénico
de la glandula, que es independiente del descenso de las tasas
estrogénicas plasmaticas (Miller, 1991) y, altamente dependiente de la
presencia del receptor estrogénico o (Tekmal y col., 2005).

v Los niveles estrogénicos elevados, localmente, afectan a la expresion
de genes involucrados en la regulacién del crecimiento celular
justificando los efectos mitogénicos de los estrogenos y su contribucion
a la aparicion de hiperplasias y displasias en la mama (Tekmal y col.,
1996; Kirma y col., 2001).

En todos estos efectos locales de los estrogenos, juega un papel fundamental
la aromatasa (Miller, 1991; Tekmal y col., 1996; Fowler y col., 2000; Gill y
col., 2000; Kirma y col., 2001; Mandava y col, 2001).

Colestero
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Rutas metabdlicas de la sintesis de estrogenos a partir de andrégenos.

La aromatasa es el enzima que convierte los androgenos-C19 a estrégenos-
C18. En diversos tejidos de nuestro organismo, las células son capaces de
obtener distintos compuestos androgénicos a partir del colesterol captado de
la sangre y, mediado por la aromatasa, fenolizar el anillo A del nudcleo
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ciclopentano perhidrofenantreno (proceso que se conoce como aromatizacion,
por el olor caracteristico que produce la fenolizacion), lo que, unido a la
perdida del grupo metilo del carbono 19, transforma los andrégenos en
estrogenos.

La aromatasa es un miembro de la superfamilia del citocromo P450 y resulta
de la trascripcion de gen CYP19. También es conocida como mono-oxigenasa
microsomal o como estrégeno sintetasa.

La familia de proteinas citocromo P450 son mono-oxigenasas que catalizan
muchas reacciones implicadas en el metabolismo de drogas y la sintesis de
colesterol, esteroides y otros lipidos.

La aromatasa P450 se localiza en el reticulo endoplasmico y cataliza los
altimos pasos en la sintesis de estrégenos mediante tres hidroxilaciones
sucesivas del anillo A de los andrégenos.

El gen que codifica la sintesis de la aromatasa se localiza en el cromosoma 19
y esta formado por 10 exones, de los cuales el primero, aunque se transcribe
al mRNA, no se traslada a la proteina final. El terminal 5’ y parte del exén 1y
del intron 1 tienen lugares de unién para distintos complejos, como por
ejemplo el complejo glucocorticoides y su receptor.

I Il Y

L

v VI VIV

IX X

Representacién esquematica del gen de la aromatasa en la que se indica la posiciéon del sus
10 exones, separados por 9 intrones.

La transcripcion del gen puede originar dos variantes, en la variante 1 no se
produce la trascripcion del exén 2a y, como resultado, el transcrito tienen un
UTR 5° mas corto que el transcrito de la variante 2. La proteina resultante de
ambos trascritos es idéntica.

Las mutaciones en este gen pueden dar lugar a aumentos o descensos en la
actividad de la aromatasa. Los fenotipos asociados sugieren que los estrogenos
resultantes participan como hormonas sexuales y en el crecimiento y
diferenciacion celular, tisular u organico. La trascripcion del gen puede dar
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lugar a transcritos aberrantes como ocurre en la deficiencia de aromatasa
placentaria en la que los transcritos de RNA contienen un fragmento de 87 bp
y codifican moléculas anormales de aromatasa con 29 residuos aa. mas que la
secuencia normal. Este hecho se debe a mutaciones, generalmente pequefias
del gen, en el caso de la deficiencia placentaria de aromatasa, la secuencia
GT del intrén 6 estd mutada a GC, en el punto de union entre el exén 6 y el
intrén 6 debida a una enfermedad hereditaria autosémica a partir de padres
heterocigotos para esta mutacion (Harada y col., 1992a,b, 1993).

En la especie humana, el primer exdn no se traslada. El andlisis del lugar de
inicio de la trascripcion del mRNA puso de manifiesto la existencia de tres
posibilidades de residuos G consecutivos. La secuencia incluye un elemento
regulador del cAMP, un lugar AP1 para la actuacion de la protein-kinasa C y un
lugar de union para glucocorticoides, dentro del exdén 1 (Means y col., 1989).
La trascripcién normal del gen da lugar a un transcrito de casi 3 Kb cuya
secuencia en la especie humana es:

1 GCGGTGTCAGAAACCCTGTGGTGAAATTCAGCCTGTGGATTCCAGAAATTTGGAGTGTTC
61 TTGGGGGGAAAAATCCGCACACACAAAGCAACATTTGGAAATCCCTGTGGACTCTAAATT
121 GCCCCCTCTGAGGTCAAGGAACACAAGATGGTTTTGGAAATGCTGAACCCGATACATTAT
181 AACATCACCAGCATCGTGCCTGAAGCCATGCCTGCTGCCACCATGCCAGTCCTGCTCCTC
241 ACTGGCCTTTTTCTCTTGGTGTGGAATTATGAGGGCACATCCTCAATACCAGGTCCTGGC
301 TACTGCATGGGAATTGGACCCCTCATCTCCCACGGCAGATTCCTGTGGATGGGGATCGGC
361 AGTGCCTGCAACTACTACAACCGGGTATATGGAGAATTCATGCGAGTCTGGATCTCTGGA
421 GAGGAAACACTCATTATCAGCAAGTCCTCAAGTATGTTCCACATAATGAAGCACAATCAT
481 TACAGCTCTCGATTCGGCAGCAAACTTGGGCTGCAGTGCATCGGTATGCATGAGAAAGGC
541 ATCATATTTAACAACAATCCAGAGCTCTGGAAAACAACTCGACCCTTCTTTATGAAAGCT
601 CTGTCAGGCCCCGGCCTTGTTCGTATGGTCACAGTCTGTGCTGAATCCCTCAAAACACAT
661 CTGGACAGGTTGGAGGAGGTGACCAATGAATCGGGCTATGTGGACGTGTTGACCCTTCTG
721 CGTCGTGTCATGCTGGACACCTCTAACACGCTCTTCTTGAGGATCCCTTTGGACGAAAGT
781 GCTATCGTGGTTAAAATCCAAGGTTATTTTGATGCATGGCAAGCTCTCCTCATCAAACCA
841 GACATCTTCTTTAAGATTTCTTGGCTATACAAAAAGTATGAGAAGTCTGTCAAGGATTTG
901 AAAGATGCCATAGAAGTTCTGATAGCAGAAAAAAGACGCAGGATTTCCACAGAAGAGAAA
961 CTGGAAGAATGTATGGACTTTGCCACTGAGTTGATTTTAGCAGAGAAACGTGGTGACCTG
1021 ACAAGAGAGAATGTGAACCAGTGCATATTGGAAATGCTGATCGCAGCTCCTGACACCATG
1081 TCTGTCTCTTTGTTCTTCATGCTATTTCTCATTGCAAAGCACCCTAATGTTGAAGAGGCA
1141 ATAATAAAGGAAATCCAGACTGTTATTGGTGAGAGAGACATAAAGATTGATGATATACAA
1201 AAATTAAAAGTGATGGAAAACTTCATTTATGAGAGCATGCGGTACCAGCCTGTCGTGGAC
1261 TTGGTCATGCGCAAAGCCTTAGAAGATGATGTAATCGATGGCTACCCAGTGAAAAAGGGG
1321 ACAAACATTATCCTGAATATTGGAAGGATGCACAGACTCGAGTTTTTCCCCAAACCCAAT
1381 GAATTTACTCTTGAAAATTTTGCAAAGAATGTTCCTTATAGGTACTTTCAGCCATTTGGC
1441 TTTGGGCCCCGTGGCTGTGCAGGAAAGTACATCGCCATGGTGATGATGAAAGCCATCCTC
1501 GTTACACTTCTGAGACGATTCCACGTGAAGACATTGCAAGGACAGTGTGTTGAGAGCATA
1561 CAGAAGATACACGACTTGTCCTTGCACCCAGATGAGACTAAAAACATGCTGGAAATGATC
1621 TTTACCCCAAGAAACTCAGACAGGTGTCTGGAACACTAGAGAAGGCTGGTCAGTACCCAC
1681 TCTGGAGCATTTCTCATCAGTAGTTCACATACAAATCATCCATCCTTGCCAATAGTGTCA
1741 TCCTCACAGTGAACACTCAGTGGCCCATGGCATTTTATAGGCATACCTCCTATGGGTTGT
1801 CACCAAGCTAGGTGCTATTTGTCATCTGCTCCTGTTCACACCAGAGAACCAGGCTACAAG
1861 AGAAAAAGCAGAGGCCAAGAGTTTGAGGGAGAAATAGTCGGTGAAGAAACCGTATCCATA
1921 AAGACCCGATTCCACCAAATGTGCTTTGAGAAGGATAGGCCTTCATTAACAAAATGTATG
1981 TCTGGTTCCCCAGTAGAGCTCTACTGCCTCAACCCAAGGGGATTTTTATGTCTGGGGCAG
2041 AAACACTCAAGTTGATTAGAAAGACCAGGCCAATGTCAGGGTACCTGGGGCCAAACCCAC
2101 CTGCTAGTGTGAATTAAAGTACTTTAATTTTGTTTTCTGTGGAGGTGGAAAAGCAACATT
2161 CATAGTCTTTGGAGAAATGCTTAGAAATTCAGCATTTGACCCTTGCTGTGAATTAAGCCC
2221 AATTAATTCCTGTTTGTCTACATATGATCTGTCTGTGGCAAAAGTTTAATCAGAGGAAAT
2281 TCTTTCCCAGTCTGTCGATTTATGCCTCAGCCACTTGCCTGTGCTACAATTCATTGTGTT
2341 ACCTGTAGATTCAGGTAATACAAACTATATATAATCATCAAGTAATACAAACTAATTTAG
2401 TAATAGCCTGGGTTAAGTATTATTAGGGCCCTGTGTCTGCTGTAGAAAAAAAAATTCACA
2461 TGATGCACTTCAAATTCAAATAAAAATCCTTTTGGCATGTTCCCATTTTTGCTTAGCTCA
2521 ATTAGTGTGGCTAACCAAGAGATAACTGTAAATGTGACATTGATTTGCTCTTACTACAGC
2581 TTCAGTGATTGGGGGAGGAAAAGTCCCAACCCAATGGGCTCAAACTTCTAAGGGGTACTC
2641 CTCTCATCCCCTTATCCTTCTCCCTCGACATTTTCTCCCTCTTTCTTCCCATGACCCCAA
2701 AGCCAAGGGCAACAGATCAGTAAAGAACGTGGTCAGAGTAGAACCCCTGAAGTATTTTTIT
2761 AATCCTACCTCAAAATTTAACAGTTACCTGAGAGATTTAACATTATCTAGTTCATTGAAT
2821 CATTGTATGTGGTCATGGATAAATTGCACACCTTGGAATTCGCTTTCTAAAGGAAATCAA
2881 ATGAATGGAGGAACTTTCCAAACACCACTTTACTTGTGTTATATAGCCAATATAACTATC
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2941 TCTACTGAATGTCATTGAAAAACTAAAAAATTAAACTTATTTACAAATAGGT
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La traslacién del mRNA da lugar a una proteina con un peso molecular de
57.752 Kb, formada por 503 residuos aa., cuya secuencia es:

1 mvlemlnpih ynitsivpea mpaatmpvll ltglfllvwn yegtssipgp gycmgigpli
61 shgrflwmgi gsacnyynrv ygefmrvwis geetliisks ssmfhimkhn hyssrfgskl
121 glqcigmhek giifnnnpel wkttrpffmk alsgpglvrm vtvcaeslkt hldrleevtn

181 esgyvdvltl Irrvmldtsn tlflriplde saivvkiqgy fdawqallik pdiffkiswl

241 ykkyeksvkd lkdaievlia ekrrristee kleecmdfat elilaekrgd ltrenvnqci
301 lemliaapdt msvslffmlf liakhpnvee aiikeiqtvi gerdikiddi qklkvmenfi
361 yesmryqpvv dlvmrkaled dvidgypvkk gtniilnigr mhrleffpkp neftlenfak
421 nvpyryfqpf gfgprgcagk yiamvmmkai Ivtllrrfhv ktlgggcves igkihdlslh
481 pdetknmlem iftprnsdrc leh

(PubMed-Protein, n° de acceso: NPO00094)

Los residuos 48-485 son los que la definen como una proteina perteneciente a
la familia del citocromo P450 y el residuo 437 es el “heme binding site™.

La expresion del gen CYP19 esta regulada por promotores especificos del
tejido que producen, de forma alternativa, exones 5’-no trasladados.

Se han descrito varios promotores para la expresion de la aromatasa:

En la placenta, los promotores son el P-1.1 y el P-1.2 (Mahendroo y col., 1993;
Means y col., 2005).

En el tejido adiposo los promotores son el P-1.3 y el P-1.4, de los que el P-1.4
se expresa en el tejido adiposo de la mama (Mahendroo y col., 1993). Los
mismos autores demostraron que, dependiendo del ambiente hormonal,
principalmente glucocorticoides y de la activacion por cAMP, el promotor P-II
podria participar en la expresion de la aromatasa en el tejido adiposo.

En el ovario la expresion de aromatasa estad regida por el promotor P-II
(Simpsons y col., 1994), principalmente en el cuerpo liteo (Means y col.,
2005); si bien, en determinadas especies, también participan otros
promotores como el 1.3 en humanos (Jenkins y col., 1993) o el I.r en el conejo
(Bouraimay col., 2001).

La participacion de los promotores esta inducida por agentes extra e
intracelulares, por ejemplo, en las células de la granulosa ovarica la expresion
del CYP19 se induce por la actuacion de FSH y LH a través del cAMP
(Fitzpatrick y Richards, 1994; Andrieu y col., 2006).

Aromatasa hipofisaria. Adenomas hipofisarios.

Es bien conocido que la hipofisis sufre cambios dindmicos con la edad,
dependiendo del estado endocrino general. Pero ademas, es una glandula
sexualmente dimérfica porque:

v' Los porcentajes de los distintos tipos de células glandulares son
diferentes dependiendo del sexo.

v' La secrecion de las hormonas hipofisarias sigue ritmos o patrones
bastantes constantes, pero que son distintos en los machos que en las
hembras.
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v’ Las respuestas a los reguladores endocrinos también son diferentes de
un sexo a otro.

v Ademas, la hipéfisis es la encargada de la regulacion de los ciclos
gonadales y gran parte de sus células responden de forma especifica a
los estrogenos.

El estradiol es un esteroide gonadal que actia como agente regulador del
sistema endocrino actuando sobre la hipéfisis y también sobre el hipotalamo,
de forma que ejerce un mecanismo de feed back regulador sobre las
hormonas gonadotropas FSH y LH, principalmente inhibidor.

Desde los afios 70, se sabe que el estradiol estimula la sintesis y liberacion de
prolactina, estimula la proliferacion de las células productoras de dicha
hormona e, incluso, se pueden generar prolactinomas inducidos mediante el
tratamiento cronico con estradiol.

En nuestro laboratorio demostramos que, ademas, estimulaba la secrecion de
VIP hipofisario (Vazquez Perfecto, 1994) y modifica el patrén sexual secretor
de GH (Carretero y col., 1990). Al margen de variar otros factores reguladores
hipofisarios, como la galanina, demostrado por otros autores (Ponchon y col.,
2000).

Prolactina.

En relacion con nuestro estudio, de todas las hormonas hipofisarias nos
interesa principalmente la prolactina. Esta hormona se sintetiza bajo la
influencia del estradiol, es de naturaleza proteica encargada de la regulacion
de la lactaciéon, que participa en la regulacién del eje hipotalamo-hipéfiso-
gonadal, tiene un leve efecto somatotropo e interviene en la regulacién del
sistema inmune.

Su sintesis se realiza, principalmente, en las células lactotropas de la hipofisis
y, como el resto de las hormonas hipofisarias, es liberada a los vasos
hipofisarios para ejercer sus acciones a distancia.

La sintesis de prolactina esta codificada por el gen de la prolactina situado en
el cromosoma 6 en el hombre y en el cromosoma 17 en la rata.

Es un gen de unos 10kb de longitud que contiene 5 exones separados por 4
grandes intrones.

De la molécula de pre-prolactina que se forma, el péptido sefial que deriva de
la mitad 3” del exén 1y del tercio 5’ del segundo. El resto, que constituye la
propia molécula hormonal, deriva de los dos tercios 3’ del exon 2 (aa. 1-40),
el exon 3 (aa. 41-76), el exon 4 (aa. 77-136) y los dos tercios 5’ del exén 5
(aa. 137-199).
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Evidencias de la presencia de la Aromatasa en la hipofisis.

Empleando un anticuerpo anti Aromatasa P450 altamente especifico, cedido
por el Prof. Hutchinson (Cambridge, Reino Unido), en nuestro laboratorio se
ha demostrado, in vivo e in vitro, la expresién inmunocitoquimica de la
aromatasa P450 en la hipoéfisis de la rata. Esta localizacion del enzima es
diferente de un sexo al otro (Carretero y col., 1999a).

Ademéas, mediante inmunocitoquimica, previamente a nuestro estudio,
también en nuestro laboratorio, se demostr6 que las células positivas al
enzima se evidencian a partir del dia 17 del desarrollo embrionario, siendo
mas marcadas y numerosas desde el dia 19 hasta el parto (Carretero y col.,
1999b). Postnatalmente, es a partir de la pubertad, en torno a los 21 dias de
edad, cuando comienzan a marcarse las diferencias entre machos y hembras
(Carretero y col., 2003). El mayor nimero de células reactivas que se observa
por inmunocitoquimica se corresponde con una mayor concentracion del
enzima como se demostré mediante western blotting.

Junto a ello, se comprobd que las hipéfisis no tumorales de ratas viejas no
expresan el enzima (Carretero y col., 1998a), lo que podria ser una
caracteristica de la evoluciéon postnatal del enzima en respuesta a un déficit
de la secrecion de testosterona, poco probable, o a la aromatizacion
periférica de la testosterona en el periodo senil (Harman y Tsitouras, 1980).
También podria perderse la capacidad de sintesis glandular, ya que es
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conocido que con la edad, la produccion de hormonas hipofisarias decae de
una manera significativa y lo mismo podria ocurrir con los enzimas que
participan en la sintesis hormonal.

La actuacion de la aromatasa hipofisaria tiene sentido funcional siempre y
cuando la hipofisis posea los receptores estrogénicos necesarios para la
actuacion del esteroide. La literatura recoge bien como la hipéfisis presenta
receptores estrogénicos, principalmente del tipo alfa.

Ya que el estradiol es capaz de inducir la aparicion de prolactinomas en
tratamientos cronicos, a partir de 1998 nuestro laboratorio comenzé a
analizar si la produccion hipofisaria de estradiol por actuacion de la
aromatasa guardaba o no relacion con la aparicion de prolactinomas
espontaneos. Interrogante que adquiria una especial relevancia si se
considera, como hemos comentado anteriormente, que la hipofisis no tumoral
de ratas mayores de 24 meses apenas presenta células positivas a la
aromatasa y, la cantidad de enzima presente en la hipéfisis en el western
blotting, es mucho menor que la observada en los animales adultos.

Los tumores hipofisarios no metastaticos son el problema tumoral intracraneal
mas frecuente en el adulto, junto con los meningiomas. Aunque hay
variaciones en la prevalencia dependiendo de las series estudiadas, se ha
descrito que del 10 al 23% de los tumores intracraneales son tumores
hipofisarios originados a partir de células glandulares (Molitch y Russell,
1990).

La incidencia de estos tumores se acentla con la edad, de manera que, en
roedores viejos su incidencia es muy alta y en la especie humana existen
estadisticas estadounidenses que cifran en un 35% los casos de incidencia, no
diagnosticada, en autopsias por encima de 75 afos (Berkvens y col., 1980;
McComb y col., 1984; Herzog y Schlote, 1992).

De todos lo tumores hipofisarios, los prolactinomas son los mas frecuentes,
llegando en algunas series de roedores hasta el 80% (Meites, 1982; Sarkar y
col., 1982).

Como resultado de los estudios realizados
previamente en nuestro laboratorio, se sabe
que la hipofisis tumoral de ratas viejas, al
contrario de lo que ocurre en las no
tumorales, produce aromatasa. Casi el 70% de
los adenomas hipofisarios presentan células
positivas, independientemente de los tipos
anatomopatolégicos de los tumores. Lo mas
importante a este respecto es que se
demostré6 que el 100% de los prolactinomas
puros espontaneos en ratas viejas expresan el
enzima. Lo que sugiere que la produccion
local de estradiol por accion de la aromatasa

podria estar implicada en la génesis de los Representacion tridimensional de
la estriictiira de AIR-1
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prolactinomas (Carretero y col., 2002).

Los coactivadores de receptores estrogénicos. AIB-1

Algunas proteinas, conocidas como coactivadores, han sido identificadas e
implicadas en los mecanismos de activacion trascripcional de los receptores
estrogénicos, de manera que ahora se las considera importantes moduladores
de los efectos hormonales en los 6rganos diana (Misiti y col., 1998; Nagy y
col., 1999; Shang y col., 2000; Leo and Chen, 2000).

La proteina AIB-1, también conocida como SRC-3, RAC-3, ACTR, NCO0A3,
TRAM1 y p/CIP, es un coactivador del receptor estrogénico perteneciente a la
familia de la proteina p160.

EL empaquetamiento del DNA en forma de nucleosomas es un efectivo sistema
para mantener organizada la cromatina dentro del nacleo; sin embargo, esto
supone serios problemas para que se lleven a cabo algunos procesos
intranucleares de gran importancia para el funcionamiento de la célula como
la transcripcién de genes o la replicacién del genoma o del DNA total.

Estos procesos intranucleares pueden llevarse a cabo con una reestructuracion
de la cromatina, lo que es posible gracias a la actuacion de un grupo de
enzimas llamados remodeladores de la cromatina.

Hay dos grupos de remodeladores: los complejos dependientes de ATP y los
enzimas catalizadores de las modificaciones post-traduccionales en histonas.

Una de las familias de enzimas remodeladores de la cromatina mas conocida
es la familia de la proteina p160. La familia de pl160 esta formada por 3
miembros conocidos: SRC-1, TIF2 (SRC-2) y AIB1 (SRC-3).

AIB1 se identifico inicialmente como un gen que se sobre-expresa en el
amplicén 20q, comunmente activado en el cdncer de mama y de ovario. Es
uno de los tres miembros de la familia de p160 cuya implicacion en el cancer
esta plenamente demostrada, habiéndose comprobado su sobre-expresion en
canceres no ginecologicos, como el cancer gastrico (Sakakura y col., 2000) el
de pancreas (Ghadmi y col., 1999) de higado (Wang y col., 2002b) y de colon
(Xie y col., 2005).

Como el resto de los miembros de la familia de p160, AIB1 interacciona con
receptores nucleares y, ademas, puede interactuar con el factor de
trascripcion c-myc (Zhang y col., 2004).

El gen que codifica a AIB-1 en la rata se localiza en el cromosoma 3 y su
secuencia es la siguiente (acceso PUbMEd XP 001072953):

1 msglgessld platesrkrk lpcdapgqgl vysgekwrre geskyieela elisanlsdi
61 dnfnvkpdkc ailketvrqi rqikeqgkti ssdddvgkad vsstgqgvid kdslgplllg
121 aldgflfvvn rdgnivfvse nvtqylqykq edlvntsvys ilheqdrkdf Ikhvpkstvn
181 gvswtnenqr gkshtfncrm Imkthdiled tnaspetrqr yetmqcfals gpramleege
241 dlgccmicva rrvttdrpfp sspesfitrh dlsgkvvnid tnslrssmrp gfedtirrci
301 qrffslndgq swsqgkrhyqe ayihghaetp vyrfsladgt ivsaqtkskl frnpvtndrh
361 gfvsthflgr eqngcrpnpn pvgggirppa agecgmslsps gsvgmlgsrt ygvadpsntg
421 qmagarygas ssvasltpgq slgspssyqgs nsyglnmssp phgspglgpn qqnimisprn
481 rgspkmashq fspaagvhsp mgssgntgsh sfsssslsal qaisegvgts llstlsspgp

19



541 kldnspnmni ngpskassqd sksplglyce qnpvessvep snsrdhpsdk enkensgeas

601 etprgplesk ghkkllgllt cssddrghss ltnspldsnc kdssisvtsp sgvssstsga

661 vsstsnmhgs llgekhrilh kllgngnspa evakitaeat gkdtsstasg gegsvrgeql

721 spkkkennal Irylldrddp sdvlakelgp qadggdskls qcscstnpss ggekdpkikt

781 easeevsgdl dnldailgdl tssdfynspt ngshpgakqq mfagpsslgl rspqpvgsvr

841 ppynralsld spvsvgsvpp vknvsafpvl pkgpilagnp rmmdsqgenyg anmggpnrnv

901 pvnptsssgd wglansrasr meplassplg raggdysaal prpalgssgp tlplrsnrlp

961 garptlqpgp qpgqqqaqqaq 999qqqamlq mragevpmgm gvspyspavp snqpgswpeg
1021 mlsmeqgphg aqnrpllrns ldellgppsn peggsderal ldglhtllsn tdatgleeid

1081 ralgipelvs qggaleskqd vfqgqeaavm mdgkaalygq typaqgpplq ggfhlqgqgsp

1141 slnsmmsqis qqgsfplggl hprasmvrpr tntpkqlrmq lqqrlqgqqf Ingsrqalem

1201 kmesptgaav mrpmlgsqaf fnagmaaqgk relmnhhlgq gqrmammmsqp gpqafspppn
1261 vtaspsmdgv lagsampqap pqqfpyatny gmgqgppepaf grgssppsam mssrmgpsqn
1321 amvghpqgtap mygssemkgw psgnlarngs fpgqgfapga npaaynmvhm nssgshlggm
1381 tmtpmpmsgm pmgpdgkyc

Su trascripcién da lugar a la proteina cuya secuencia aminoacida es:

IIRRCIQRFFSLNDGQSWSQKRHYQEAYIHGHAETPVYRFSLAD
GTIVSAQTKSKLFRNPVTNDRHGFVSTHFLQREQNGCRPNPILQDKGIRPPAAGCGMS
LSPSQSVQMLGSRTYGVADPSNTGOMAGARYGASSSVASLTPGQSLQSPSSYQSNSYG
LNMSSPPHGSPGLGPNQQNIMISPRNRGSPKMASHQFSPAAGVHSPMGSSGNTGSHSF
SSSSLSALQAISEGVGTSLLSTLSSPGPKLDNSPNMNINQPSKASSQDSKSPLGLYCE
QNPVESSVCPSNSRDPPVTKENKENSGEASETPRGPLESKGHKKLLQLLTCSSDDRGH
SSLTNSPLDSNCKDSSISVTSPSGVSSSTSGAVSSTSNMHGSLLQEKHRILHKLLQNG
NSPAEVAKITAEATGKDTSSTASGGEGSVXQEQLSPXKKENNALLRYLLDRDDPSDVL
AKELQPQADGGDSKLSQCSCXTNPSSGQEKDPKIKTEEVSGDLDNLDAILGDLTSSDF
YNSPTNGSHPGAKQQMFAGPSSLGLRSPQPVQSVRPPYNRALSLDSPVSVGSVPPVKN
VSAFPVLPKQPILAGNPRMMDSQENYGANMGGPNRNVPVNPTSSSGDWGLANSRASRM
EPLASSPLGRAGGDYSAALPRPALGSSGPTLPLRSNRLPGARPTLMLQMRAGEVPMGM
GVSPYSPAVPSNQPGSWPEGMLSMEQGPHGAQNRPLLRNSLDELLGPPSNPEGQSDER
ALLDQLHTLLSNTDATGLEEIDRALGIPELVSQGQALESKQDVFQGQEAAVMMDOQKAA
LYGQTYPAQGPPLQGGFHLQGQSPSLNSMMSQISQQGSFPLQGLHPRASMVRPRTNTP
KQLRMQLQQRLQGQQFLNQSRQALEMKMESPTGAAVMRPMLQSQQAFFNAQMAAQQKR
ELMNHHLQQQRMAMMMSQPQPQAFSPPPNVTASPSMDGVLAGSAMPQAPPQQFPYATN
YGMGQPPEPAFGRGSSPPSAMMSSRMGPSQNAMVQHPQTAPMYQSSEMKGWPSGNLAR
NGSFPQQQFAPQANPAAYNMVHMNSSGSHLGQMTMTPMPMSGMPMGPDQKYC

En la especie humana, el gen de AIB1 se encuentra en el cromosoma 20
(regién g12). Su trascripcion se realiza en el sentido centromero a telomero, a
lo largo de mas de 155 kilobases que conforman 23 exones.

La proteina AIB1 esta formada por 1424 aminoacidos con un peso molecular de
155kDa y una movilidad electroforética de unos 180 kDa.

Mediante northern blot se ha demostrado la expresion del gen de AIB1 en
muchos organos y tejidos, como: Utero, hipdfisis, placenta, rifidén, pancreas,
pulmon, cerebro, higado, corazén, mama y testiculo; mientras que mediante
inmunocitoquimica se ha localizado la proteina principlamente en células
epiteliales de la mama, los ovocitos, el epitelio vaginal, los hepatocitos, las
fibras musculares lisas, los vasos sanguineos los oviductos y el hipocampo (Xu
y col., 2000).

La proteina AIB1 codificada tiene un 50% de similitud de seuencia con SRC-1y
un 55% con TIF2, y una identidad del 43% con SRC-1 y del 48% con TIF2 (Xu y
Li, 2003). Al igual que los otros miembros de la familia de p160, AIB1 presenta
un dominio bHLH/PAS en la zona amino-terminal (Huang y col., 1993), siete
dominios LXXLL repartidos por toda su secuencia (Torchia y col., 1997) y dos
dominios de activacién de trascripcion AD1 y AD2 en su extremo carboxi-
terminal, que son responsables de la interaccion con coactivadores generales
de la trascripcion como CBP/p300 (Li y col., 2000).
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AIB1 resulta esencial en el desarrollo y el crecimiento normal, la pubertad, el
funcionamiento del aparato genital femenino y en la morfogénesis de la mama
(Xu y col., 2000).

AIB-1 es necesario para que las células normales y las tumorales entren en la
fase S del ciclo celular, controlando la expresién de genes importantes en la
iniciacion de la replicacion del DNA, entre los que se encuentran: cdc6,
cdc25A, MCM7, ciclina E y Cdk2 (Louie y col., 2006).

AIB-1 ha adquirido una gran relevancia al conocerse que las distintas
respuestas a los esteroides sexuales, que se producen en los tumores
hormono-dependientes, estan fuertemente influidas por las cantidades
relativas de las proteinas coactivadores como AIB-1 (Hudelist y col., 2003).
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Hipotesis del estudio.



El estradiol es un esteroide gonadal que actia como agente regulador del
sistema endocrino actuando sobre la hipéfisis y también sobre el hipotalamo,
de forma que ejerce un mecanismo de feed back regulador, principalmente
inhibidor, sobre las hormonas gonadotropas FSH y LH. Pero ademas, desde los
afios 70 se sabe que el estradiol estimula la sintesis y liberacién de prolactina,
estimula la proliferacion de las células productoras de dicha hormona e,
incluso, se pueden generar prolactinomas inducidos mediante el tratamiento
cronico con estradiol. En nuestro laboratorio, se ha demostrado que, ademas
estimulaba la secrecion de VIP hipofisario y modifica el patron sexual secretor
de GH. Al margen de variar otros factores reguladores hipofisarios, como la
galanina.

Estradiol

LH
PROLACTINA
GH

VIP

GALANINA

Prolactinomas y su patogénesis.

Las primeras decripciones de un sindrome que asociaba galactorrea con
amenorrea datan de principios de los afios treinta (Ahumada y Del Castillo,
1932; Krestin, 1932).
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Los prolactinomas han sido considerados como el adenoma hipofisario secretor
de hormonas mas frecuente tanto en series de autopsia como en series
quirurgicas (Horvath y Kovacs, 1991).

En general, clinicamente los prolactinomas se clasifican de acuerdo a su
tamafo, de forma que en la especie humana se considera microadenoma a un
tumor de menos de 10mm de didmetro y un macroadenoma al que sobrepasa
esa medida, existiendo ademas el macroadenoma supraselar que sobrepasa
los limites de la silla turca.

EL grado de invasion y el tamafio del tumor son importantes en clinica, ya que
el tumor supraselar de grado Ill o grado IV de Hardy (1973) al invadir
estructura Oseas vecinas de forma focal o difusa, presenta resistencia al
tratamiento médico farmacoldgico y dificulta, sobre todo en los de grado 1V,
el tratamiento quirudrgico.

La conclusién que se obtiene después de analizar multiples publicaciones
sobre la incidencia de los adenomas hipofisarios es que del 5 al 10% de la
poblacion adulta presenta un microprolactinoma (Susman, 1933; Sommers,
1959; McCormick y Halmi, 1971; Landolt, 1980; Mosca y col., 1980; Parent y
col., 1981; Muhr y col., 1981; Von Schwezinger y Warzok, 1982; Coulon y col.,
1983; Siquiera y Guembarovski, 1984; Abd El-Hamid y col., 1988; Sano y col.,
1993; Teramoto y col., 1994).

EL hecho de que un porcentaje minimo de microprolactinomas se transformen
en macroadenomas (Molitch, 2002) y que los microadenomas son mas
resistentes al tratamiento con agonistas dopaminérgicos que los
macroprolactinomas (Spada y col., 1983; Serri y col., 1983) sugiere que
puedan ser dos entidades nosologicas diferentes o, al menos, tener diferente
patogénesis, si bien los macroadenomas han sido previamente
microadenomas.

Existen muchas hipotesis sobre la patogénesis de los prolactinomas, aunque
ninguna de ellas es totalmente convincente.

Se ha planteado que un defecto primario hipotalamico en la regulacion de
prolactina, tal como un defecto en el tono dopaminérgico, podria ser la causa
o al menos facilitar el crecimiento de este tipo de tumores (Fine y Frohman,
1978; Van Loon, 1978). También se ha discutido si el defecto del tono
dopaminérgico es un fallo funcional (Fine y Frohman, 1978) o se debe a una
alteracion en la sensibilidad de las células lactotropas a la dopamina ya que
se ha postulado que los estrogenos inducen una alteracién en la irrigacion de
la hipofisis (Elias y Weiner, 1984).

La hipotesis del fallo funcional se basaba en el defecto de la respuesta a L-
dopa tras la administracion de carbidopa (Fine y Frohman, 1978) pero
posteriormente se demostré que esto era reversible (Molitch, 1982; Barbarino
y col., 1982).

También podria deberse a un descenso en las cantidades de dopamina que
llega hasta la hipofisis, si el sistema porta hipofisario estuviera modificado por
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la presencia de arterias que aportan mas sangre a la hipofisis y diluirian la
cantidad de dopamina que llega al tumor (Schetchter y col., 1988); sin
embargo, las hipofisis normales presentan arterias terminales sin que se
desarrollen tumores (Gorczyca y Hardy, 1987);incluso hay autores que
defienden que la hipdfisis no tumoral o los prolactinomas no presentan
arterias terminales (Erroi y col., 1986).

Los resultados obtenidos en los estudios sobre la sensibilidad de los
prolactinomas a la acciéon dopaminérgica son conflictivos por presentar
resultados contradictorios (Reschini y col., 1980; Bansal y col., 1981; Serri y
col., 1983; Martin y col., 1984; Ho y col., 1984; 1986). Una posibilidad a este
respecto podria ser un descenso en el nUmero de receptores de alta afinidad a
dopamina que presentan los prolactinomas con respecto a la hipofisis no
tumoral (Bression y col., 1980).

También se ha planteado que los cambios hipotalamicos son secundarios a los
tumores y que los tumores son en realidad desérdenes intrinsecos de la
hipofisis.

El hecho de que, en la mayoria de los pacientes, la dinAmica de la secrecién
de prolactina se normalice después de la reseccion del tumor, sugiere que la
mayoria de los pacientes con prolactinomas tienen un sistema hipotalamico
regulador dentro de pardmetros de normalidad (Reichlin y Molitch, 1984;
Rodman y col., 1984) y que posibles anormalidades en respuestas a
secretagogos, se deben mas al feed back derivado de la hiperprolactinemia
del tumor que activa al sistema dopaminérgico hipotaldmico y a las
caracteristicas intrinsecas de las células tumorales que a un desajuste del
sistema regulador hipotalamico.

Los estudios realizados con biologia molecular han demostrado, hasta la
fecha, que los prolactinomas se originan a partir de una célula alterada que
acaba desarrollando el tumor, lo que se conoce como monoclonalidad del
tumor, (Herman y col., 1990; Jacoby y col., 1990) lo que no excluye la
posibilidad de que exista un papel hipotalamico facilitando el desarrollo del
tumor a partir de la célula alterada (Herman y col., 1990).

Con el empleo de las técnicas de biologia molecular, se han analizado las
posibles mutaciones especificas que podrian estar implicadas en la génesis y
desarrollo de los prolactinomas.

En la literatura se han analizado las mutaciones en la pérdida de funcion de
los receptores D, (Friedman y col., 1994), mutaciones activadoras del
receptor de TRH (Faccenda y col., 1996; Yamada y col., 1997) o mutaciones
de las proteinas G que asocian al receptor D, con la adenilato ciclasa (Barlier
y col., 1997; Oyesiku y col., 1997), sin que en ninguno de los casos se pudiera
demostrar la existencia de tales mutaciones ni su relacion con el desarrollo de
prolactinomas.

Existen descensos en las proteinas Gi, en algunos prolactinomas resistentes a
la bromocriptina (Barlier y col., 1997) y descensos en la isoforma corta del
receptor D, que podria implicar una disminucién en la inhibiciébn de la
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adenilato ciclasa (Caccavelli y col., 1994). Pero esos prolactinomas tan sélo
constituyen del 8 al 15% de los prolactinomas.

Hay dos factores de trascripcion de gran importancia en la diferenciacion y
proliferacién de las células lactotropas, el Pit-1 y el Prop-1. Sin embargo,
aunque ambos se expresan en los prolactinomas (Asa ycol., 1993; Yamada y
col., 1996; Sanno y col., 1996; Ikuyama y col., 1998; Nakamura y col., 1999),
no se han encontrado mutaciones o alteraciones para ninguno de los dos
(Pelligrini-Bouiller y col., 1997; Nakamujra y col., 1999).

También se han estudiado mdultiples oncogenes y alteraciones en genes
supresores de tumores, sin que se hayan encontrado evidencias de
amplificacion o redistribucion de N-ras, H-ras, K-ras, myc Il, N-myc, c-myc.
Myb, blcl, h-SF1, p16, p27, p53, sea, nm23 o c-fos (Boggild y col., 1994; Pei y
col., 1994; Woloschak y col., 1994; Cai y col., 1994; Clayton y col., 1997;
Shimon y col., 1997).

En definitiva, la mayoria de los prolactinomas surgen como una enfermedad
intrinseca de la hipofisis y no como resultado de una disfuncion hipotalamica,
sin que se conozcan bien las mutaciones sométicas especificas que dan como
resultado la aparicién de los prolactinomas.

Por otro lado, los tumores hipofisarios y, en particular, los prolactinomas son
tumores hormono-dependientes. Se sabe que el estradiol induce hiperplasia
hipofisaria y prolactinomas después de tratamientos cronicos (McEuen vy col.,
1936; Clifton y Meyer, 1956; Clifton y Furth, 1961; Wingrave y col., 1980;
Phelps and Hymer, 1983; Gooren y col., 1988; Molitch, 2001; Heany y col.,
2002).

Ademas, el estradiol induce la proliferacion de las células de prolactina (Lloyd
y col., 1975; Perez y col., 1986) y en este efecto podria estar implicado AIB1,
ya que se ha comprobado que AIB1 aumenta la induccion estrégeno-
dependiente de expresion de la ciclina D1, lo que representa una de las
posibles rutas que confieren a los estrogenos su papel de estimulador de la
division celular (Planas-Silva y col., 2001).

Aunque los carcinomas hipofisarios son poco frecuentes, su génesis a partir de
adenomas supraselares y la relacion que ello pueda tener con la presencia de
p53 es un dato poco conocido, pero que podria ser de gran interés (Kaltsas y
col., 2005).

La estimacion inmunocitoquimica de la expresion de p53 ha sido muy
estudiada de cara a establecer un significado pronostico (Hollstein y col.,
1994; Thapar y col., 1996). Aunque se han descrito algunos casos de
carcinoma hipofisario negativos a p53 (Nose-Alberti y col., 1998; Kumar y col.,
2001; Roncaroli y col., 2003a,b) la mayoria de los estudios han demostrado su
presencia o el aumento de la expresion inunocitoquimica de la proteina,
durante la progresion de los adenomas a carcinomas y en la mayoria de sus
metéstasis (Thapar y col., 1996b; Gaffey y col., 2002; Oliveira col., 2002;
Ironside, 2003).
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La prediccion de la agresividad del tumor y de forma particular su
comportamiento maligno se refleja principalmente por la presencia de tincién
nuclear para la proteina, por tanto la presencia o ausencia de p53 podria
tener un gran signficado biolégico (Thapar y col., 1996a).
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Sin embargo, la expresion de AIB1 y su correlacion con la expresion de la
aromatasa, enzima responsable de la aromatizaciéon Ilocal de
testosterona a estradiol; asi como, la correlacion con la expresion el
receptor estrogénico « en estos tumores, aun no ha sido analizada y por
tanto la posible correlacion entre la expresion de AIB1 y la proteina p53
en prolactinomas positivos a la aromatasa y positivos al receptor

estrogénico a.

Dado que el receptor estrogénico « y las proteinas AIB1 y p53 podrian
ser factores importantes en la génesis y desarrollo de tumores
estrogeno-dependientes y, en particular, de los prolactinomas, siendo
de sumo interés comprobar su posible participacién y su presencia en los
prolactinomas humanos no inducidos ni iatrogénico, conocer su

significado bioldgico y la progresion de los adenomas.



Disefio Experimental.

Este trabajo nace como un intento de dar respuesta a la correlacion de la
expresion en prolactinomas humanos del enzima aromatasa P450, aun no
demostrada, la expresion del receptor estrogénico o, el coactivador de dicho
receptor AIB-1y la presencia de la proteina antitumoral p53.

Para ello, se desarrolla el siguiente disefio experimental:

Después de caracterizar una serie de 87 adenomas hipofisarios humanos, se
caracterizaron los prolactinomas mediante la historia clinica y la
comprobaciéon de hiperprolactinemia con niveles superiores a 300 ng/mL, se
propone realizar:

v El estudio morfolégico de las células lactotropas mediante
inmunocitoquimica para prolactina.

v El andlisis de la presencia de aromatasa p450 mediante
inmunocitoquimica y western blotting.

v' La demostracién de la sintesis hipofisaria de aromatasa mediante la
caracterizacion de su mRNA por hibridacion in situ.

v' La demostracion de la presencia de receptor estrogénico o, mediante
inmunocitoquimica

v' La demostracion del coactivador de receptor estrogénico AIB-1
mediante inmunocitoquimica.

v' La demostracion de la presencia de p53 mediante inmunocitoquimica.
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Material y Métodos



Muestras y procesado de las mismas.

Para nuestro estudio hemos empleado una serie de 87 adenomas humanos no
inducidos por tratamientos previos; todos ellos fueron diagnosticados
previamente con acuerdo a criterios clinicos y se obtuvieron a partir del
banco de muestras del Servicio de Anatomia Patoldgica y procedentes de la
extirpacion quirargica de los tumores en el Servicio de Neurocirugia (Unidad
Virgen de la Vega del Hospital Universitario de Salamanca) entre los afios 1991
y 2002, contando en todos los casos con el preceptivo consentimiento
informado de los pacientes.

Ademas, se han analizado 8 hipdfisis humanas no tumorales, obtenidas a
partir de autopsias clinicas, de personas sin antecedentes clinicos
endocrinoldgicos previos y de caracteristicas de edad y sexo semejantes a los
pacientes con tumores.

Las muestras tumorales se obtuvieron de hipofisectomias neuroquirdrgicas
regladas mediante aspiracion, lo que justifica la no existencia de bordes bien
delimitados en las muestras procesadas.

Tras su obtencion, las muestras fueron fijadas por inmersion en
parformaldehido al 4% en tampdn fosfato (PBS: 0.1M, pH 7.4) durante 24 horas
a 4°C.

Antes de su fijacion, una porcion de cada muestra fue separada sin proceder a
su fijacion y congelada en nitrogeno liquido para su procesado mediante
western blotting.

Las muestras fijadas se deshidrataron en etanol y tras pases por xileno se
incluyeron en parafina, obteniéndose cortes seriados de 5um de grosor a
partir de los bloques parafinados, para su estudio inmunocitoquimico.

Determinacion de los niveles basales de prolactina.

En todos los casos estudiados se tomaron muestras de sangre venosa periférica
que fueron centrifugados a 3000 rpm, durante 15 minutos, a 4° C con la
finalidad de separar la fraccion celular del suero.

Las muestras de suero fueron congeladas hasta el dia del andlisis.

La determinacion de los niveles séricos de prolactina se realizO mediante
ELISA, empleando el kit de Bioserv Diagnostic (BS-85-25) y siguiendo los pasos
indicados por el fabricante. Los valores estandar fueron de 3.8 a 23.2 ng/mL
para mujeres y de 3.0 a 14.7 ng/mL para varones; siendo los valores
superiores a 300ng/mL indicativos de la presencia de un prolactinoma.

Inmunocitoquimica.

Los estudios inmunocitoquimicos se han realizado empleando métodos
enzimaticos de marcaje simple con Biotina-Estreptoavidina-Peroxidasa que se
revel6 con 3-3’diaminobencidina (Sigma).
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Anticuerpos empleados.

Se han empleado los siguientes anticuerpos:
Suero policlonal obtenido en conejo anti-prolactina (Dako), diluido a
1:800 en TBS.

Suero monoclonal obtenido en ratéon anti-receptor estrogénico a (Alexis),
diluido 1:400 en TBS.

Suero policlonal obtenido en conejo anti aromatasa P450 humana (Rb-
SG 1230), diluido 1:500 en TBS.

Suero policlonal obtenido en conejo anti proteina P53 (Novocastra),
diluido 1:250 en TBS

Suero policlonal obtenido en conejo anti AIB1 (cedido por Dr. J. Font de
Mora), diluido 1:500 en TBS.

Suero policlonal biotinado obtenido en cabra anti IgG de conejo (Caltag),
diluido a 1:150 en TBS

Suero policlonal biotinado obtenido en cabra anti IgG de raton (Caltag),
diluido a 1:150 en TBS

Complejo estroavidina-biotina (Caltag), diluido a 1:100 en TBS.

Protocolo utilizado
En todos los casos, las muestras se incubaron con el anticuerpo primario
durante 18 horas en camaras de humedad a 4°C.

Tras dos lavados en TBS durante 5 minutos cada uno, las muestras se
incubaron con el suero secundario biotinado, durante 45 minutos a
temperatura ambiente.

Tras otros dos lavados en TBS de 5 minutos, las muestras se incubaron con el

complejo estreptoavidinaperoxidasa oy
durante 45 minutos a temperatura ':'I:
ambiente. -

Una vez eliminados los residuos mediante
dos lavados de 5 minutos en TBS, se
procedi6 a revelar la reaccion empleando
H202 como sustrato para la peroxidasa y
3-3’-diaminobencidina  (Sigma) como
cromoégeno, obteniéndose una coloracion
marron alld donde se localizaba en
antigeno a detectar.

Especificidad del anticuerpo antiaromatasa.

La especificidad del anticuerpo utilizado fue confirmada por western blotting
(ver mas adelante), reemplazando el anticuerpo primario por suero de conejo
no inmunizado o con suero de conejo inmunizado pero preabsorbido.
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Para las pruebas de preabsorcion del suero anti-aroamatasa Rb-SG 1230 se
empled suero diluido a 1:500 en TBS que se incubd previamente con 50mg del
péptido por mL de suero durante 24 horas a 4°C. El péptido utilizado fue la
secuencia sintética NMLEMIFTPRNSDRCLEH, que se correponde con los
residuos 486-503 de la aromatasa P450 humana (Chen y col., 1986, Harada,
1988; PubMed accession number: P11511). Dicha secuencia fue la empleada
para la obtencion del anticuerpo policlonal anti-aromatasa.

Tras desarrollar el protocolo inmunocitoquimico con el suero preabsorbido no
se obtuvo ninguna reaccion.

Clasificacion de los tumores.

Los tumores se clasificaron en base al antigeno al que fueron positivos,
dependiendo del marcador analizado.

En el caso de las células reactivas a hormonas, solo los tumores que mostraron
una densidad de células reactivas mayor, al menos en un 35%, que los
porcentajes establecidos para el tejido hipofisario no tumoral fueron
considerados positivos.

Obtencion del anticuerpo anti-aromatasa humana.

El anticuerpo Rb-SG 1230 anti-aromatasa humana es un anticuerpo policlonal
obtenido mediante dos semanas de inmunizacién y sangria en semanas
alternativas segun el protocolo de Sigma GenoSys ®.

Para la inmunizacién se utiliz6 la secuencia
peptidica NMLEMIFTPRNSDRCLEH, acoplada a la
proteina transportadora KLH/MBS.

La secuencia se corresponde con los residuos
486-503 de la aromatasa P450 humana (Chen y
col., 1986, Harada, 1988) PubMed accession
number: P11511; EC number: 1.14.14.1.

Esta secuencia es altamente especifica para la
aromatasa P450 de acuerdo con los resultados
obtenidos en BLASTP (prf: 1501399A, 1414201A,
pir: 0O4HU19).

Western Blotting

Para el western blotting de la aromatasa P450,
los tumores empleados fueron congelados
inmediatamente. Esta parte del estudio se ha
realizado s6lo con los 19 adenomas
correspondientes a los afios 2002 a 2005.

Los  tejidos  fueron lisados mediante
homogenizacion en tampon de lisado (137 mM
NaCl, 10 mM Tris pH 7.4, 10% glycerol y 1% Tx-
100, que contenia un céctel de inhibidores de la
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proteasa). El material insoluble se retir6 mediante la centrifugacion de los
lisados a 10.000 rpm durante 10 minutos. La concentracion de proteinas se
determiné mediante el ensayo estandar Bradford.

50 ug de proteina total de cada muestra (tumor) fue separada por pase
electroforético en SDS-PAGE al 10%.

Después de la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa y bloqueadas durante 1 hora con leche en polvo desnatada al
5% en PBS.

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas durante toda la noche con
suero pre-inmune o con suero policlonal de conejo anti-aromatasa P450
humana a dilucién 1:500 en PBS.

Tras lavar los blots 3 x 15 minutos en PBS, fueron incubados con suero de
cabra anti-conejo marcado con peroxidasa (1:10.000 en PBS). Tras diversos
lavados en PBS, los blots se revelaron con ECL (Amersham®), durante
aproximadamente 2 minutos.

Analisis densitométrico.

Los blots obtenidos fueron analizados .
densitométricamente a partir de ‘ '
fotografias digitales de los mismos. Las
fotografias se consiguieron mediante un
sistema de iluminacion controlado y
ajustando los niveles de entrada y

salida para la homogenizacion de las =
imagenes obtenidas, dicho ajuste se
realizo con el programa Photoshop CS3.

El analisis densitométrico se realizé con ‘ =
el programa ImageJ de NIH para =
determinar los niveles relativos de la expresion de aromatasa P450.
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Estadistica

Todos los valores obtenidos en las determinaciones cuantitativas vy
densitométricas se han procesado estadisticamente mediante analisis de la
varianza y test de post-analisis tipo Bomferroni, aceptando como significativos
valores de p<0.05. Se ha empleado el programa informéatico GraphPad-Prism v
4.0

Sujetos de estudio.

Los sujetos a estudiar fueron: 8 hipdéfisis humanas no tumorales obtenidas a
partir de autopsias médico-legales y una serie de 87 adenomas hipofisarios
humanos, previamente diagnosticados como tales e intervenidos
quirurgicamente, procedentes del Servicio de Anatomia Patoldgica de la
Unidad Virgen de la Vega del Hospital Universitario de Salamanca.

Los tumores humanos se obtuvieron a partir de biopsias en extirpaciones
quirurgicas con consentimiento informado del paciente.
Variables a contemplar.
En los distintos grupos de estudio planteados en el disefio experimental se
analizan las siguientes variables:
Las variaciones morfolégicas: forma, intensidad de reaccion, forma y
distribucion nuclear, etc.

Las variaciones en el porcentaje de células positivas tras realizar los
distintos marcajes inmunohistoquimicos empleados.

La prevalencia de los Prolactinomas.

El indice de expresion (porcentaje) de Aromatasa P450, p53, AIB1 y
receptor estrogénico a en las células hipofisarias.
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Evidencia de la presencia de Aromatasa en la Hipoéfisis Humana.

El estudio de la hipofisis humana adulta no tumoral mediante
inmunocitoquimica y western blotting demosré la presencia de la proteina
enzimatica.

Como muestra la imagen adyacente (porcion superior), las células positivas a
la aromatasa aparecieron aisladas o formando pequefios islotes de células bien
reactivas.

El nimero de células positivas al enzima fue pequefio, tan sélo el 4.85+0.01%
de las células fueron positivas.

El western de los lisados hipofisarios (imagen inferior) mostr6 la presecia de
una anica banda reactiva en torno a un peso molecular de 50 Kda indicativa
de la presencia del enzima y de que éste no se habia degradado o
metabolizado en unidades mas pequefias.
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Diagndstico analitico de los Prolactinomas.

Niveles séricos de Prolactina.

Junto a los datos variables de una historia clinica, caracterizados por
amenorrea-galatorrea en el caso de las mujeres, de las que cinco presentaron
compresion del nervio optico y signo de silla turca vacia, y de ginecomastia y
alteraciones visuales en los varones; el diagnéstico de los Prolactinomas se
realiz6 mediante la determinacion de las tasas basales séricas de prolactina
mediante ELISA.

Solo se aceptaron como prolactinomas funcionantes y, por lo tanto, fueron
incluidos en el estudio, aquellos que presentaron niveles basales de prolactina
superiores 0 muy proximos a 300ng/mL, como se muestra en la siguiente
gréafica.
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Niveles basales de prolactina antes de la hipofisectomia. Se estudiaron aquellas muestras
obtenidas de pacientes con valores proximos o superiores a 300ng/mL.

La zona amarilla muestra los valores estandar no patoldgicos

La zona verde muestra los valores sugerentes de la existencia de un prolactinoma.
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Western blotting de Aromatasa en los Prolactinomas Humanos.

De cara a demostrar la presencia de aromatasa en la hipoéfisis y comprobar la
especificidad de los anticuerpos empleados, se realiz6 un analisis por western
blotting a partir de una muestra de 10 adenomas y de 5 hipofisis humanas no
tumorales.

Mediante western blotting demostramos la existencia de una proteina de peso
molecular en torno a los 50kDa, en lisados hipofisarios de muestras tumorales
y no tumorales.

La preabsorcion del anticuerpo anti-aromatasa impidio la visualizacion del
blot correspondiente.

El andlisis densitométrico de cada una de las bandas permitié demostrar que
las muestras obtenidas a partir de prolactinomas contenian aromatasa en
cantidades dos veces mas altas que las muestras no tumorales (p<0.01).

Ademas, el contenido de aromatasa fue 1.7 veces superior en prolactinomas
gue en otros adenomas reactivos por inmunocitoquimica a la aromatasa y que
no eran prolactinomas (p<0.05).
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Iméagenes obtenidas a partir de western blotting de lisados hipofisarios y perfil
densitométricos en unidades arbitrarias de niveles de gris (0= blanco, 255=negro).
correspondientes a las muestras 2005-01 (no tumoral, mujer 58 afos), 2000-91 (adenoma
hipofisario productor de ACTH, mujer 49 afios), 1997-345 (adenoma hipofisario productor de
prolactina, mujer 39 afios, ** en niveles séricos de PRL). Como puede apreciarse en los
blots, las bandas detectadas se sitian en el rango de los 50kD de peso molecular.

1 2 3 <4

Imé&genes obtenidas a partir de western blotting de lisados hipofisarios pertenecientes a:
1: adenoma hipofisario no prolactinoma,

2: prolactinoma,

3: hipoéfisis humana no tumoral,

4

: prolactinoma, después de realizar la preabsorcion del anticuerpo.
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Inmunocitoguimica

Adenomas positivos a Prolactina

El 55% de los adenomas
hipofisarios  humanos
de la serie estudiada
fueron prolactinomas.

Sus caracteristicas
histopatoldgicas fueron
variables, junto a
prolactinomas
hemorragicos
aparecieron
prolactiomas  solidos
con gran desarrollo del
tejido fibroso.

La mayoria de los
prolactinomas (ver
imagenes adjuntas)
presentaron un
aspecto  homogéneo,
en el que,
practicamente, todas
las células del tumor
eran positivas  a B PRL B No PRL

prolactina.

En tres de los casos estudiados, como se observa en la imagen adyacente a
grandes aumentos (inferior derecha), las células productoras de prolactina se
agrupaban en islotes homogéneos que estaban rodeados por células que no
eran positivas a prolactina. En dos de esos casos, las células eran productoras
de LH vy, en el otro, las células no reaccionaron para ninguna hormona
hipofisaria.
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Inmunocitoguimica

Adenomas positivos a la Aromatasa

Como puede apreciarse en las imagenes adjuntas, las células positivas a la
aromatasa aparecieron distribuidas por toda la superficie del tumor y, al igual
que ocurrio con los tumores positivos a prolactina, se encontraron tumores
positivos a la aromatasa con caracteristicas histopatologicas diversas: tumores
sélidos o hemorréagicos, con o sin alteraciones nucleares.

Mediante inmunocitoquimica se comprob6é que el 80% de los adenomas
hipofisarios fueron tumores aromatasa-positivos. Ademas, todos los
prolactinomas fueron tumores positivos a la aromatasa.

B ART B No ART

H No PRL B PRL+ART
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Inmunocitoquimica

Adenomas positivos al Receptor Estrogénico a.

El 100% de los prolactinomas y, por tanto, de los tumores positivos a la
aromatasa fueron positivos al receptor estrogénico a.
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Ademas, pudimos
apreciar la presencia de
dos tipos de patrén de reaccion: algunos tumores presentaban reaccion
nuclear y citoplasmica, mientras que otros presentaban principalmente
reaccion nuclear.
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La positividad al receptor estrogénico a fue muy variable de unos tumores a
otros.

La variabilidad no s6lo afect6 a la localizacion de la reaccién, sino también a
su intensidad y al numero de células positivas en cada tumor.

El patrén de reaccién mas frecuente en los tumores fue el que presentaba
células con reaccion citoplasmica y nuclear y, en ocasiones, como muestra la
imagen superior derecha, con una intensidad de reaccion muy fuerte. Con
menos frecuencia, los tumores tenian ese tipo de células junto a otras con
reaccion estrictamente citoplasmica (imagen superior izquierda).

El patron menos frecuente fue el de tumores que sélo presentaron reaccién
citoplasmica. Dentro de este tipo de tumores, algunos presentaron células en
las que la reaccion se localizaba en zonas muy especificas del citoplasma,
formando una estructura reactiva de aspecto redondeado, junto a células con
todo su citoplasma reactivo; en general, en ambos tipos de células la reaccién
era intensa (imagen inferior izquierda).

Otros presentaban células con una reaccién mas débil y homogénea, repartida
por todo el citoplasma (imagen inferior derecha).
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Inmunocitoquimica

Adenomas positivos al Coactivador del Receptor Estrogénico, AIBI.

Todos los prolactinomas y, por tanto, todos los tumores positivos a aromatasa
y receptor estrogénico o, fueron positivos al coactivador de receptor
estrogénico AIB1.

El patron de reaccién a AIB1 fue de dos tipos diferentes: nuclear (flechas
finas), nuclear y citoplasmico (cabezas de flecha) o s6lo citoplasmico (flechas
gruesas).

De los tumores positivos a AIB1, el 17% s6lo presentaron reaccion en el
citoplasma, el 24% la presentaron s6lo en el nucleo y el 59% tenian reaccion
citoplasmica y nuclear.
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Las imagenes adyacentes muestran la positividad a AIB1 en distintos
prolactinomas.

Preferentemente la reaccion fue citoplasmica, aunque en algunos casos
(imégenes superiores) también aparecian células con reaccion nuclear.

Casi todas las céluals de los prolactinomas presentaron positividad a AIB1,
pero la reaccion podia ser granular fina (imagenes superiores) o bien ocupar la
totalidad del citoplasma con una reaccion intensa y compacta (imagenes
inferiores).
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A mayores aumentos se aprecia claramante como, incluso en los
prolactinomas con reaccién intensa y compacta, aparecieron células con

reaccion de aspecto granular, menos llamativas, pero no por ello menos
numerosas (imagen superior).

Algunos prolactinomas presentaron imagenes sincitales no reactivas junto a
las cuales el resto de las células eran reactivas a AIBl, con reaccion
citoplasmica intensa y compacta (imagen inferior).
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Inmunocitoquimica

Localizacion de p53.

La presencia de la proteina p53 ha sido asociada por otros autores con la
formacion de adenomas hipofisarios.

En nuestro estudio, el 76.63% de los prolactinomas fueron p53 positivos (las
imagenes adjuntas muestran distintos prolactinomas reactivos a p53).

Ademas, todos los tumores positivos a p53 presentaron reaccion nuclear a
AIB1, aunque el 68.3% de los tumores positivos a p53 la reaccion nuclear se
acompafo de reaccion citoplasmica. Ningln tumor con reaccion s6lo en el
citoplasma fue positivo a p53.
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El patrén de reaccion menos uniforme de todos los marcadores estudiados fue
el que presentaron los prolactinomas a la p53.

Algunos tumores presentaron células reactivas muy escasas, dispersas y
aisladas, aunque intensamente reactivas (imagen superior izquierda).

En otras ocasiones, las células positivas formaban cordones, claustros o islotes
débilmente reactivos y con reaccion granular (imagen superior derecha).

Otros prolactinomas presentaron positividad en forma de islotes que afectaba
a casi todas las células del tumor (imagen inferior izquierda), la reaccion era
granular e intensa.

Por ultimo, un cuarto tipo de tumores presentaba reaccion débil y
citoplasmica afectando a unas células y otras no, de forma desigual (imagen
inferior derecha).
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Discusion



Comentarios en relacion con la metodologia empleada.

En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio habiamos demostrado
la existencia de la Aromatasa en la hipofisis de rata mediante técnicas
inmunocitoquimicas (Vazquez 1997; Vazquez, y col. 1997; Carretero y col.
1998, 1999, 2002, 2003a,b) y la habiamos relacionado con la génesis de los
prolactinomas en roedores (Carretero y col., 2002) . Este estudio propicio la
necesidad de validar si resultados semejantes se daban en la especie humana.

Diversos autores han mostrado que las determinaciones de la actividad de la
aromatasa en el sistema nervioso central, determinada por métodos
bioquimicos y la presencia del enzima en el mismo tejido, detectada
mediante inmunocitoquimica, no coincidian, topograficamente hablando.
Entre otras razones, este problema podria derivarse a la metodologia
empleada.

Aunque la aromatasa es un enzima cuya estructura proteica se ha conservado
relativamente bien de unas especies a otras, no cabe la menor duda de que la
mayoria de los estudios se han realizado empleando sueros contra la
aromatasa placentaria humana en muy diversas estirpes de animales,
pudiendo ser ésta una de las razones que explicaran algunas de las
controversias existentes.

Ademas, se han utilizado distintos tipos de sueros anti-aromatasa, tales como,
el suero policlonal anti-aromatasa placentaria humana (Harada, 1987; Jakab y
col., 1993; Dellovade y col., 1994), el suero contra la secuencia de 20
aminoacidos mas conservada entre las diversas especies, el oligopéptido 379-
398 de la aromatasa P450 de la rata, bien conservada en el pollo y en la
especie humana (Roselli y Resko, 1984; Sanghera y col., 1991) o bien, el
empleo de un suero que reconoce la porcion aromatasa del citocromo P450
(Shinoda y col., 1989a,b,c, 1992).

Dada la inestabilidad e insolubilidad de la aromatasa P450, la purificacion del
enzima ha sido muy complicada (Thompson y Siiteri, 1976; Bellino y Osawa,
1978) y por ello, la aromatasa placentaria humana se ha purificado
parcialmente, como una fraccion del citocromo P450 (Osawa y col., 1987;
Osawa y Higashiyama, 1980).

Los anticuerpos policlonales contra esta fraccién, obtenidos en conejo,
suprimen parcialmente la actuacion de la aromatasa, indicando que no toda la
molecula se encuentra representada como determinante antigénico.

De hecho, los elementos reactivos detectados en el cerebro para el suero mas
efectivo de esta fraccion, fueron denominados como elementos PAX positivos
(Shinoda y col., 1989a,b,c, 1990) y las controversias entre la actividad de la
aromatasa y la localizacién inmunohistoquimica fueron atribuidas a la
complejidad antigénica del enzima y a la posible inespecificidad del
anticuerpo empleado, dado que también podia reconocer otros antigenos
similares de la familia del citocromo P450 (ver Shinoda, 1994, para mas
detalle).
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A mediados de los afios ochenta se aislé con un nivel de pureza mayor la
aromatasa P450 (Mendelson y col., 1985; Nakajin y col., 1986; Tan y Muto,
1986; Kellis y Vickery, 1987; Harada, 1988; Shinoda y col., 1990), contra la
que se obtuvieron distintos anticuerpos (Balthazart y col., 1991a,b; Sanghera
y col., 1991; Jakab y col., 1993).

Uno de estos anticuerpos fue elaborado por Sanghera y col (Sanghera y col.,
1991); sin embargo, los resultados inmunohistoquimicos obtenidos por estos
autores fueron de muy dificil reproduccion experimental (JaKab y col., 1993).

El grupo de Balthazart y el de Harada (Balthazart y col., 1990a,b,c; 1991a,b;
Jakab y col., 1993), han empleado un anticuerpo contra una forma Unica de
aromatasa P450 placentaria humana de 51KDa de peso molecular, si bien, esta
molécula es parcialmente diferente a la aromatasa de 55KDa aceptada por
otros grupos como la forma correcta (Harada, 1988).

El problema se acentla, aun mas, si se considera la presencia de isoenzimas,
como ha sido sugerido por otros autores, como Osawa y col. (1987) Kitawaki y
col. (1989).

El grupo de Hutchison, elabor6 un anticuerpo altamente purificado contra un
péptido sintético de 15 aminoacidos correspondiente a los residuos 488-502 de
la aromatasa citocromo P450 del pollo (Beyer y col., 1994c).

Después de testar los anticuerpos elaborados por el grupo de Hutchison
(Vazquez, 1997), dentro de los estudios derivados del proyecto BIOMED-I-
BMH1-CT94-1536, en nuestro laboratorio desarrollamos anticuerpos
policlonales contra la aromatasa p450 de la rata, el ratén y el hombre, a
partir de la secuencia N-terminal de la molécula, empleando como antigeno
los 15 dltimos aminoacidos de la misma; este anticuerpo nos permitid
demostrar la presencia del enzima en la hipo6fisis de la rata (Carretero y col.,
1999a) con diferencias ostensibles en la positividad entre machos y hembras.

Estos hallazgos se confirmarian posteriormente al analizar la diferenciacion
postnatal y, sobre todo, postpuberal del enzima en la hipofisis (Carretero y
col., 2003) o la correlacion entre la expresion del enzima y el desarrollo de
prolactinomas puros espontaneos en la hipéfisis de ratas viejas (Carretero y
col., 2002) y mediante estudios de western blotting (Carretero y col., 2002).

La aromatasa, su presencia y actividad, guarda una estrecha relacion con las
estructuras nerviosas que se caracterizan por ser diferentes en el macho y en
la hembra y que se han denominado estructuras cerebrales sexualmente
dimorficas.

Desde el punto de vista de la hipdfisis, quizds nos interese recordar los
efectos de la aromatasa sobre el dimorfismo sexual hipotalamico, por ser el
mas relacionado con la funcionalidad hipofisaria.

La actividad enzimatica de la aromatasa hipotalamica es estimulada por la
testosterona, que ademas aumenta el numero de neuronas que expresan
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inmunocitoquimicamente el enzima (Steimer y Hutchison, 1981; Roselli y col.,
1984, 1987; Hutchison y col., 1991a, 1995).

Este hecho guard6 concordancia con los resultados obtenidos en la hipéfisis
mediante estudios inmunocitoquimicos (Carretero y col., 1999a).

El que la hipdfisis de la rata macho, presumiblemente bajo la influencia de la
testosterona, presente un importante niumero de células aromatasas positivas
y mientras que, en la de la rata hembra, no sea asi, sugiere una mayor
actividad enzimética en el macho que en la hembra y un posible dimorfismo
sexual en la expresion del enzima.

No obstante, estas diferencias en la inmunopositividad al enzima podrian
deberse a regulaciones pre- o post-traslacionales. Dicho de otra manera, las
observaciones encontradas con la inmunocitoquimica no definian claramente
si la regulacion suponia una parada en la trascripcion del gen al mRNA o bien
se debian a un freno en la sintesis proteica, con una parada en la traslacion
de la informacion del mRNA hacia la proteina.

Mediante los métodos inmunohistoquimicos, se pueden caracterizar las células
de la hipdfisis anterior que contienen hormonas o péptidos.

Para nuestro estudio hemos utilizado el método de la Estrepto-Avidina-Biotina
Peroxidasa (Stav-Pox), considerada una técnica sandwich porque necesita de
tres complejos de reaccién para su realizacion.

La Stav-Pox es una variante del método de la peroxidasa-antiperoxidasa
(APA), méas moderna y especifica. Emplea un primer antisuero (procedente de
ratdén o conejo) contra el antigeno que se desea estudiar, semejante a la PAP
pero normalmente de 5 a 10 veces mas diluido; un segundo antisuero
(obtenido generalmente de cabra o cerdo) antiinmunoglobulina (fraccion Fc)
del primario y que lleva incorporado a su brazo largo varias moléculas de
Biotina (proteina de alta afinidad por las inmunoglobulinas) y, finalmente, un
complejo de Estrepto-Avidina conjugado con varias moléculas de peroxidasa,
que se une a la Biotina (por la alta afinidad de Estrepto-Avidina por la
Biotina).

Para la conservacion de la morfologia y de la antigenicidad es fundamental el
proceso de fijacion. Las caracteristicas de las reacciones inmunocitoquimicas
después del empleo de fijadores diferentes han sido analizadas por muchos
autores, como Nakane y col. (1989), Hall y col. (1990), Landerbg y Groos
(1991), Golick y Rice (1992).

En nuestro estudio hemos utilizado una solucion fijadora ampliamente
experimentada en nuestro laboratorio, como demuestran gran numero de
publicaciones sobre el estudio inmunohistoquimico de la hipéfisis, algunas de
las cuales se recogen en este trabajo. Asi comprobamos que, aun cuando la
cantidad de hormona o péptido era pequefia, dicha solucion se revelaba como
un excelente fijador para el estudio inmunocitoquimico de las hormonas
hipofisarias en la rata.
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Los controles que hemos realizado estdn enmarcados dentro de los
clasicamente descritos: test de dilucion (Sternberger, 1979; Petrusz y col.,
1976), test de sustitucién de reactivos (Hutson y col., 1979; Forssmann y col.,
1981) y, el mas comun de todos, el test de preabsorcion (Hutson y col., 1979;
Buffa y col., 1979; Forssmann y col., 1981).

Al sustituir los sueros primarios por tampén de ensayo y por suero normal de
conejo o de raton, obtuvimos como resultado la abolicion total del producto
de reaccion.

Realizamos controles de dilucion tanto para obtener la concentracibn mas
adecuada del anticuerpo primario como para eliminar tinciones de fondo y
otras reacciones; después de un meticuloso test de dilucion comprobamos que
las diluciones Optimas de los sueros especificos fueron las que se detallan en
el capitulo de material y métodos.

También hemos realizado preabsorcién del suero primario con prolactina o LH
(Sigma ®) a raz6én de 10nM/100 ul de suero diluido, y en todos los casos
obtuvimos la abolicion de la reaccion.

De esta manera, en nuestro laboratorio se han caracterizado, mediante su
expresion inmunocitoquimica, las células productoras de hormonas
hipofisarias (Carretero y col., 1989; 1990; 1992b; Montero y col., 1990; Rubio
y col., 1992; 1994; Sanchez y col., 1993) o productores de péptidos como GRF
(Carretero y col., 1991), somatostatina (Gil, 1992) o VIP (Carretero y col.,
1992a; 1995b; 1997a).

También se pueden detectar enzimas intracelulares mediante
inmunohistoquimica, como hemos hecho en nuestro laboratorio con la
Aromatasa P450 y la nNOS (Carretero y col., 1999a, b; 2003).

La aplicacion de métodos cuantitativos morfométricos y estereoldgicos,
intenta resolver el problema de la valoracion morfologica subjetiva de la
actividad celular. Estos métodos han evolucionado a lo largo de los afios; en
sus inicios, hace mas de treinta afios, se empleaban métodos manuales, pero
en la actualidad, el empleo de los ordenadores y la digitalizacion de imagenes
permite hacer analisis automaticos o semiautomaticos en los que el operador
no interfiere en la medida.

Alrededor de 1850, el gedlogo francés Delesse y el microscopista inglés Sorby
enunciaron, independientemente, el principio de que el promedio de un area
fraccional de un tipo particular de componente, en una seccién tomada de un
cuerpo solido, es directamente proporcional a la fraccion de volumen de ese
componente dentro del cuerpo solido original (Delesse, 1847; Sorby, 1856).

Estos autores llegaron a esta conclusién por un proceso intuitivo, pero los
esfuerzos de expertos en geometria integral y probabilidad han demostrado
en varias ocasiones la validez del principio de Delesse (Crofton, 1877; Del-
thiel, 1926; Bonnesen y Fenchel, 1934; Santalo, 1936; Blaschke, 1949).
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Mayhew y Cruz Orive (1973) trasformaron el principio de Delesse mediante la
consideracion de un modelo de esfera concéntrica (toscamente similar a una
célula) y consiguieron formulaciones bastante claras de esta relacion.

Otros autores también han dejado claro que las ecuaciones usadas en
estereologia son mera manifestacion de un area mucho mas amplia de las
matematicas, que se ha denominado geometria multidimensional (Miles, 1972)
o simplemente probabilidad geométrica (Little, 1974).

La estereologia, término acufiado por la Sociedad Internacional de
Estereologia en 1961, estad basada en la probabilidad geométrica y permite la
evaluacion de estructuras tridimensionales por extrapolacion de mediciones
realizadas en secciones bidimensionales, tras la aplicacion de medidas en
secciones bidimensionales y axiomas estereoldgicos, y consigue la medida de
volumen, superficie y numero de tejidos y componentes celulares con
microscopia Optica o electronica (Rohr y col., 1978).

Los métodos estereoldgicos permiten derivar informacion tridimensional a
partir de imagenes bidimensionales. En sentido amplio, esto incluird métodos
de reconstruccion tridimensional usando secciones seriadas asi como métodos
cuantitativos extrapolables tratados con determinaciones numéricas. Este
altimo concepto ha sido denominado estereologia cuantitativa (Underwood,
1970).

Existen bastantes revisiones y articulos que han tratado méas a fondo estos
temas y, entre ellos, destacamos los de Loud y col. (1965), Weibel y col.
(1966), Weibel (1969), Elias y col., (1971), Weibel y Bolender (1973) y Elias y
Hide (1980).

Los parametros abiertos a estudio por los métodos estereoldgicos incluyen:
volumenes y areas de superficie de componentes fraccionarios, volumenes
medios, areas de superficie medias y densidad numérica de diferentes
particulas o células dentro de un tejido, asi como el tamafio y nimero de las
mismas. Estos volumenes, areas, numeros y tamafnos pueden ser estimados a
partir de células o tejidos, o bien a partir de porciones de los mismos.

En estereologia estricta, los valores para un componente dado son expresados
como densidades que relacionan su volumen, superficie o nimero con la
unidad de volumen de una superficie de referencia dada. En morfometria
simple, los valores se expresan como la media aritmética de una poblacion de
valores que resulta de tratar estadisticamente las areas o numeros referidos a
areas o a poblaciones totales de un parametro concreto.

Los efectos de tratamientos experimentales sobre la estructura celular y el
curso a través del tiempo de distintos eventos morfologicos, pueden ser
constatados de forma precisa por medio del volumen, superficie o nimero de
células o de sus organelas. Con ello se evitan en gran medida los aspectos
subjetivos y se pueden obtener datos cuantitativos fiables y comparables. Por
ello, los métodos estereoldgicos y morfométricos representan un avance
importante en la microanatomia y en la investigacion basica morfolégica en
neuroendocrinologia.
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En nuestro laboratorio, han sido empleados en numerosas ocasiones técnicas y
métodos estereoldgicos o morfométricos para el estudio de la hipoéfisis con
gran eficacia y precision.

Es obvio que, para determinar la fraccién celular en un tejido (porcentaje de
células inmunopsitivas, en nuestro caso) es muy importante considerar el
método empleado para su cuantificacion. Los métodos histolégicos suelen
manejar muchas menos células que la citometria de flujo.

La cuantificacion normal a través de microscopio es un método seguro si
analiza un numero suficiente de células, aunque tiene el inconveniente de
consumir mucho tiempo, tanto mas cuanto mayor sea la poblacion celular
considerada (Barnard y col., 1987; Hall y col., 1988; Sheperd y col., 1988;
Karamitopoulou y col., 1993). EI mayor problema radica en dilucidar cuantas
células es necesario contar. Distintos estudios tratan de valorar esta
aproximacion (Aherne y col., 1977, 1982; Garcia y col., 1987); habiendo
empleado métodos semicuantitativos (Gatter y col., 1986; Garcia y col.,
1989), asi como el analisis de imagen (Schwartz y col., 1989).

En nuestro caso, hemos optado por la cuantificacion manual en campos de
grandes aumentos para determinar la fraccion proliferativa, estimando que
4000 células por hipéfisis, elegidas aleatoriamente, fue un nimero suficiente
para obtener resultados fiables estadisticamente.
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Comentarios en relaciéon con los resultados obtenidos.

Prolactinomas y Aromatasa.

Se ha demostrado, en roedores, que los adenomas hipofisarios espontaneos
son frecuentes al avanzar la edad del animal (Berkvens y col., 1980; McComb
y col., 1984; Herzog y Schlote, 1992) y, dentro de ellos, los prolactinomas
tienen la mayor incidencia, llegando en algunas series a alcanzar hasta un 80%
de las ratas de edad avanzada (Meites, 1982; Sarkar y col., 1982).

Se sabe que la manipulacion experimental de la regulacion dopaminérgica y
estrogénica de la célula de prolactina da lugar a que la dopamina anule el
efecto proliferativo del estradiol (McComb y col., 1986; Phelps e Hymer,
1988; Kovacs y col., 1991) y a que los estrégenos y los antagonistas
dopaminérgicos se sumen sinérgicamente para inducir dicha proliferacion vy,
quizas tras una hiperplasia previa, inducir la aparicion de prolactinomas
(Pérez y col., 1986; Pasolli y col., 1992; Oliveira y col., 1996; Southgate y
col., 2000).

En nuestro laboratorio, como resultado de diversos proyectos de
investigacion, se ha demostrado que la hipdfisis de ratas adultas presenta
aromatasa en algunas de sus células y que la presencia del enzima es mucho
mas alta en machos que en hembras (Vazquez y col., 1999; Carretero y col.,
1999), siendo el primer hallazgo en este sentido publicado a nivel mundial.

Este estudio se continué con un analisis realizado con inmunohistoquimica,
hibridaciéon in situ y western blotting, sobre la expresion hipofisaria de la
aromatasa. Con un anticuerpo altamente especifico para la aromatasa de rata
se demostr6é que ademas del dimorfismo sexual observado en la rata adulta,
existe una expresion diferencial dependiendo de la edad del animal:
Prenatalmente, su expresion comienza en el dia 17 del desarrollo, se
mantiene en etapas postnatales tempranas, expresandose igual en machos
que en hembras. Prepuberalmente, la expresion disminuye en hembras y se
mantiene en machos y, en la rata adulta, apenas se expresa en la hembra,
pero si en el macho (Caretero y col., 1999b, 2003).

Ademés, se comprobo que las hipdfisis no tumorales de ratas viejas no
expresan el enzima, mientras que un porcentaje muy alto de los adenomas
espontaneos que aparecen en estos animales si lo expresan, lo que sugiere
que dicha expresion podria guardar estrecha relacién con el tumor. Asi, de
una serie de 105 adenomas espontaneos de hipofisis de rata, el 66%, fueron
inmunorreactivos a la aromatasa, sin que ello guardara relacién con el tipo
anatomopatolégico del adenoma.

Considerando sélo los prolactinomas (adenomas productores de prolactina), el
86.67% presentaron reaccion a la aromatasa, llamando la atencion que el 100%
de los prolactinomas puros (adenomas que s6lo producen prolactina) fueron
aromatasa positivos, mientras que solo el 60% de los multiples (adenomas que
producen prolactina y otras hormonas) expresaron el enzima (Carretero y col.,
2002).
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Estos ultimos hallazgos sugerian que la produccion local de estradiol a partir
de testosterona, por actuacion de la Aromatasa, podria estar implicada en la
génesis de dichos tumores.

De forma parecida, la presencia de aromatasa en prolactinomas
humanos no inducidos, demostrada en el presente estudio, sugiere que
en la hipofisis humana podrian acontencer hechos semejantes a los
observados previamente en roedores, por lo que la Aromatasa P450,
metabolizando la Testosterona a Estradiol, estaria implicada en la
génesis de los prolactinomas humanos y, en la patogénesis de los
prolactinomas humanos, podria tener una gran relevancia la produccion

local de estradiol.

Receptor estrogénico a.

En los mamiferos, los estrégenos desarrollan sus funciones bioldgicas a traves
de dos isoenzimas conocidos como ERa y ER3 0 receptores estrogénicos a y .

Estas dos proteinas pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares,
aunque su localizacion subcelular no siempre ha de ser nuclear, es en el
nucleo de la célula donde fundamentalmente desarrollan sus acciones. Los
receptores nucleares son factores de trascripcién que se activan tras la union
a la hormona respectiva, en este caso los estrégenos y modulan de esta forma
la expresion de los genes diana.

La unién de los estrogenos al receptor estrogénico provoca un cambio
conformacional del mismo, liberandolo de la interaccién con co-represores del
tipo de las proteinas hsp90 y hsp70. Posteriormente, el receptor activado se
dimeriza y se une a secuencias consenso de DNA llamadas elementos de
respuesta a estrogenos (Lahusen y col., 2007) que se localizan en los
promotores de los genes diana.

Para mantener la premisa de que el estradiol procedente de la aromatizacién
hipofisaria de la testosterona desarrolle sus acciones bioldgicas es necesaria la
presencia del receptor estrogénico en la hipofisis y, en particular, en los
prolactinomas estudiados.

EL estradiol estimula la secrecion de prolactina e induce hiperactividad y
proliferaciéon en las células hipofisarias productoras de la hormona. Los
efectos del estradiol se desarollan aumentando la proporcion de hormona que
es sintetizada y segregada a través de una via constitutiva (Larson y Wise,
1994).

Entre otros factores, en la génesis y el desarrollo de los prolactinomas, se ha
implicado a los estrogenos (Lloyd y col., 1991; Heaney y col., 2002). Desde
hace tiempo se sabe que el tratamiento crénico con estradiol induce, en una
primera fase, hiperplasia de las células de prolactina, constituyéndose, en una
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segunda fase, el prolactinoma, dependiendo del tiempo de duracién del
tratamiento (McEuen y col., 1936; Dunning y col., 1947; Clifton y col., 1956;
Stone y col., 1979). Estudios posteriores han confirmado que los estrogenos
inducen la formacion de prolactinomas y VIPomas (Phelps y Hymer, 1983,
1988; Hsu y col., 1989; Lloyd y col., 1990, 1991).

Algunos tumores secretores de prolactina contienen niveles muy altos de
PTTG (pituitary tumour transforming gene o0 gen inductor de tumores
hipofisarios). Las céluals que expresan PTTG presentran una secrecion
anormalmente elevada de FGF (factor de crecimiento fibroblastico) y en el
tejido aparece una angiogénesis acelerada.

La expresion de PTTG esta regulada por los estrogenos y la PTTG juega un
importante apel en la transformacion temprana de las células hipofisarias
hacia células productoras de prolactina.

Green y col. (1986) y Greene ycol. (1986) demostraron la existencia del
receptor estrogénico o y Kuiper y col. (1996) y Mosselman y col. (1996)
describieron la existecia del receptor estrogénico p. Estos receptores estan
distribuidos por los diferentes 6rganos y tejidos del organismo y son lo
responsables de los efectos estrogénicos (Katzenellenbogen, 1996).

La presencia de receptores estrogénicos en la hipdfisis ha sido descrita en
ratas adultas de ambos sexos (Shull y Gorski, 1985, 1989), asi como la
actuacion directa del estradiol sobre las células hipofisarias (Pérez et al.,
1986; Carretero et al., 1991, 1992, 1995, 1997).

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que todos
los prolactinomas estudiados presentan el receptor estrogénico «, a la

vez que son aromatasa positivos.

Estos resultados sugieren que la testosterona podria aromatizarse a
estradiol que, actuando sobre un receptor especifico, se transformaria
en un regulador autoparacrino  sobre-expresado  activando
constitutivamente la secrecion de prolactina, induciendo la mitogénesis
de las células productoras de la hormona y la neoangiogénesis
hipofisaria, dando lugar en el tiempo al desarrollo de prolactinomas
humanos, ya que el prolactioma es un tumor inducible por estrégenos
(Wingrave y col., 1980; Phelps y Hymer, 1983; Gooren y col., 1988;
Molitch, 2001; Heany y col., 2002).

Coactivador estrogénico AIB1.

Se considera a AIB1 como un factor importante en el desarrollo del cancer de
mama (Anzick y col., 1997; Torchia y col., 1997; Li y col., 1997; Chen y col.,
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1997) y los aumentos en su expresion podrian ser responsables de la reduccién
de los efectos que desarrollan los antagonistas estrogénicos sobre estos
tumores (Osborne y col., 2003).

Se ha descrito la presencia de algunos coactivadores de receptor estrogénico
en la hipofisis (Zhang y col., 2003) y, al parecer, la sobre-expresion de AlB1
podria estar relacionada con aumentos en la incidencia de tumores
hipofisarios en ratones (Torres-Arzayus y col., 2004).

Uno de los resultados mas interesantes observados en nuestro estudio es
la diferente localizacion subcelular de AIB1, de forma que, de los
tumores positivos a AIBl, el 17% presentaron reaccion solo en el
citoplasma, el 24% la presentaron solo en el nucleo y el 59% tenian

reaccion citoplasmica y nuclear.

Como coactivador traslacional, AIB1 desarrolla su accion en el nacleo celular,
de hecho en las células quiescentes del epitelio mamario o en cultivos
celulares desprovistos de factores de creciemiento, su localizacion es
citoplasmica (Wang y col., 2000), mientras que su localizacion pasa a ser
nuclear cuando las células epiteliales estan en proliferacion (Avivar y col.,
2006) de forma semejante a como ocurre en el desarrollo de tumores de
mama (Kuang y col., 2004).

En lineas celulares, se ha comprobado que AIB1 presenta diferentes
localizaciones subcelulares y se ha relacionado, aunque de forma
contradictoria, la localizacion subcelular de la proteina con su vida media.

Algunos autores han relacionado la presencia citopldsmica de la proteina con
su degradacién (Mani y col., 2006). Sin embargo, recientemente se ha descrito
que la vida media, en lineas celulares, es bastante mas larga cuando la
localizacion es citolasmica que cuando es nuclear (Ferrero y col., 2008). Los
resultados presentados recientemente en su tesis doctoral por Avivar (2008)
sugieren que la degradacion de AIB1 es preferentemente nuclear y es llevada
a cabo por actuacion del proteasoma MG132. La posible degradacion
lisosomial en el citoplasma podria existir, aunque con menor importancia que
la nuclear y siempre como un mecanismo minoritario de reciclaje de AIB1
(Avivar, 2008).

Parece existir una relacion entre la vida media de AIB1 y la activacion del
receptor estrogénico o, ya que los agonistas de receptor estrogénico
disminuyen la vida media de AIB1, mientras que los antagonistas la aumentan,
lo que podria provocar la coactivacion de otros factores como E2F y AP-1,
importantes promotores del ciclo celular.

En el caso de la hipdfisis y, en particular, de las células de prolactina, AP-1 es
uno de los mecanismos mas importantes en la activacion de este tipo de
células, existiendo un lugar de unidn especifico para AP-1 en la porcién
proxima al exén 1 del gen, dentro del promotor.
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Resumiendo los datos mencionados anteriormente, la localizacion
intranuclear de AIB1 podria relacionarse con la activacion de receptores
estrogénicos a nucleares y las acciones mitogénicas y proliferativas del
estradiol sobre las células de prolactina; mientras que la localizacién
citoplasmica de AIB1 podria estar ligada a un aumento en su vida media y
a una ativacion de AP-1. Por todo ello, AIB1, sobre expresado por accion
del 17-p-estradiol (Edwards, 2005), asociado a la presencia de aromatasa
en estos tumores y a la produccion local y exagerada del esteroide,

podria jugar un papel fundamental en la génesis de los prolactinomas.

Este papel, aunque no ha sido analizado en nuestro estudio, podria
guardar relacion con los efectos proliferativos (Planas-Silva y col., 2001;
Louie y col., 2006; Avivar y col., 2006 Horiguchi y col., 2006) y anti-
apoptoticos de AIB1, directos (Torres-Arzallus y col., 2004; Zhou y col.,
2005; Colo y col., 2007) o mediados por la supresion de proteinas pro-
apoptdticas sensibles a estr6genos como DROP1 (Marcantonio y col.,
2001, Avivar, 2008) descritos por otros autores, preferentemente en
cancer de mama estrégeno dependiente y en lineas celulares (Avivar,
2008).

En nuestro estudio hemos podido comprobar que, al igual que ocurre en
el cancer de mama estrogeno dependiente, la presencia de AIBl en
prolactinomas humanos se correlaciona bien con la presencia de
aromatasa y de receptor estrogénico «, lo que sugiere la implicacion de

AIB1 en la génesis y desarrollo del tumor.

Proteina p53.

La proteina p53 es una fosfoproteina nuclear que actla como supresor
tumoral por impedir la progresion del ciclo celular (Vogelstein y Kinzler,
1992), inhibiendo la fosforilacion de la proteina del retinoblastoma (Rb) y
cuya funcidn esté alterada, generalmente por mutaciones puntuales en el gen
gue la codifica, en mas del 50% de los cAnceres humanos. La mitad o mas de
los tumores humanos analizados tienen lesiones genéticas detectables para
p53 (Chang y col., 1993). Frecuentemente, el patrén de mutacién somatica en
el gen de p53, en los tumores humanos, consiste en una mutacion de un alelo
que se acomparfa de la pérdida del segundo alelo (Nigro y col., 1989; Levine y
col., 991; Hollstein y col., 1991; Caron de Fromentel y Soussi, 1992).
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La p53 desarolla sus funciones dentro de la célula de una forma tetramérica;
en el caso de mutaciones los hetero-oligomeros formados por p53 normal y
p53 mutada podrian traer como consecuencia la inactivacion de la p53 no
mutada, con la pérdida de toda su actividad bioldgica (Sturzbecher y col.,
1992), aunque formas monomeéricas de p53 retienen la capacidad de actuacion
sobre la trascripcién y la transactivacién (Tarunina y Jenkins, 1993).

La p53 esta implicada en el control de la integridad genética de las células:
activaciéon de los genes implicados en la parada de la divisién celular, la
replicacion y la reparacion del DNA, pudiendo desencadenar en ciertas
condiciones apoptosis (Lane, 1992).

La p53 activa el gen WAF1 responsable de la sintesis de p2l1, proteina
inhibidora de la actividad quinasa de los complejos cdk/ciclina E necesarios
para la transicion de la fase G1 a la fase S del ciclo celular (El-Deiry y col.,
1993; Darbon y col., 1995).

En particular la asociacion de la mutacion homo o heterocigética de p53 con
la heterocigoto de Rb da lugar a la formacion de tumores hipofisarios
(Williams y col., 1994; Harvey y col., 1995). Por otro lado, el homeobox
hipofisario Pitx-1, que juega un importante papel en el mantenimiento de la
expresion génica de forma especifica para los diferentes subtipos celulares de
la hipofisis, estimula la activacion del promotor de p53 y la transcripcion de
los genes implicados en la parada del ciclo celular y la apoptosis sobre los que
actua p53 (Liu y Lobie, 2007).

La importancia del papel que p53 puede jugar en la citofisiologia y en la
progresion de los adenomas hipofisarios se ha puesto de relevancia ya que la
parada del ciclo celular en lineas tumorales hipofisarias, después de dafios en
el DNA, se debe a la actuacion de p53 () de cara a que la célula compruebe si
puede o0 no reparar los dafios en el DNA antes de su division (Hooper, 1994;
Clarke, 1995; Woloschak y col., 1996). La mutacion, deleccion o no actuacion
de p53 favorece de forma clara la progresion del tumor.

La presencia de p53 en los adenomas hipofisarios esta bien documentada en la
literatura (Aoki y col., 2001; Oliveira y col., 2002; Ozer y col., 2003; Bothelho
y col., 2006; Kontogeorgos, 2006; Saeger y col., 2008)

La apoptosis hipofisaria asociada a un aumento de p53 aparece sb6lo con
niveles muy bajos o en ausencia de estrogenos (Aoki y col., 2001). Por otro
lado, la actividad apoptotica del tratamiento de adenomas hipofisarios con
bromocriptina depende de la activacion de p53 y la supresion de bcl-2 (Yin y
cl., 1999).

En contradiccion con hallazgos descritos previamente (Oliveira y col., 2002),
la p53 aparece en adenomas hipofisarios humanos invasivos o de gran tamafio
(Saeger y col., 2008), lo que corrobora estudios previos en los que se
establecia que la expresién de p53 es muy importante a la hora de valorar la
prediccion de la conducta que seguirdn los adenomas hipofisarios humanos
(Kontogeorgos, 2006), siendo mayor su expresion en los adenomas recurrentes
en comparacion con los no recurrentes (Ozer y col., 2003).
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A pesar de todos los estudios expuestos anteriormente, no hay en la
literatura un analisis que correlacione la presencia de p53 en
prolactinomas humanos con los otros marcadores analizados en nuestro

estudio, aromatasa, receptor estrogenico a'y AlB-1.

En nuestro estudio hemos comprobado que en torno al 76% de los
prolactinomas fueron positivos para p53. Hay muy pocos estudios sobre el
porcentaje de adenomas hipofisarios positivos a p53 y, en general, los
pocos estudios que analizan este dato se refieren principalmente a
adenomas hipofisarios en general o a lineas tumorales hipofisarias en vez

de a prolactinomas en concreto.

En los estudios de Oliveira y col. (2002) en los que se analizan los
adenomas en general, los adenomas positivos a p53 fueron positivos para
prolactina. Ozer y col. (2003) reportan un 17% de adenomas hipofisarios
positivos a p53, pero no diferencian si eran o0 no prolactinomas.Un
porcentaje similar ha sido descrito recientemente por Saeger y col.
(2008) analizando adenomas hipofisarios no funcionantes. Una
correlacién parecida a la observada por nosotros fue descrita por Botelho
y col. (2006).

Tampoco hemos podido encontrar valoraciones sobre los adenomas
hipofisarios y la localizacion subcelular de p53. Teniendo en cuenta que
p53 es una proteina que desarrolla su accion en el ndcleo, el arresto de
p53 en el citoplasma de las células tumorales impide que pueda
desarrollar su accion bioldgica sobre el DNA uniéndose a los promotores,

de forma que pare el ciclo celular y estimule la apoptosis.

Como hemos resaltado en nuestros resultados, el patrén de reaccion a
p53 y, en particular, la localizacién intracelular de la reaccion varia
mucho de unos tumores a otros. Aunque el 76% de lo prolactinomas
presentaron células positivas a p53, no es menos cierto que esa
positividad en muchos casos (58% de los prolactinomas positivos a p53) se
dio de forma aislada, s6lo en unas pocas células tumorales. Los tumores
gue presentaron muchas células positivas a p53 o aquellos en los que

practicamente todas las células eran positivas a la proteina, presentaron



reaccion en el citoplasma y, aunque alguna célula pudiera tener reaccién
nuclear, éstas eran muy escasas, siempre por debajo del 0.6% de las

células positivas.

Los hallazgos anteriormente expuestos sugieren que, en la mayoria de los
prolactinomas humanos, p53 no esta presente o bien se localiza en el
citoplasma de la célula, lo que podria indicar la existencia de mutaciones
en la proteina; ambos factores influirian en que p53 no pueda desarrollar

su accion antitumoral.

Estudios en células HelLa han demostrado que AIB-1 puede modular la
transactivacion de p53 ya que ésta interactla con subregiones especificas de
AIB-1 (Soo-Kyung y col., 1999). También se ha demostrado que existe una
correlacion entre la sobre-expresion de AIB-1 y la positividad de p53 en el
cancer de mama (Bouras y col., 2001). Hallazgos semejantes se han descrito
en el cancer colo-rectal (Xie y col., 2005)
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En nuestro estudio hemos podido comprobar que la presencia de
positividad a p53 se asocia a la presencia de AIB-1 en el nucleo de la
célula, ya que ningun prolactinoma positivo a p53 presentd reaccion a
AIB-1 s6lo en el citoplasma, sino que todos los prolactinomas p53
positivos tenian reaccion nuclear o reaccion citoplasmica y nuclear a la

veZz.

Estos hallazgos sugieren que, al igual que ocurre en otros tipos de tumor
en los que AIB-1 y p53 tienen relevancia, en los prolactinomas la
expresion de ambas proteinas puede guardar relaciéon con el desarrollo y

crecimiento del tumor.



75

Conclusiones



Después de haber analizado 87 adenomas humanos no inducidos y compararlos
con 8 hipdéfisis humanas no tumorales, mediante métodos inmunocitoquimicos,
de IRMA y de western blotting, correlacionar los resultados obtenidos para
cada uno de los marcadores analizados y comparando los resultados obtenidos
con los descritos por otros autores en la literatura, hemos llegado a las
siguientes conclusiones:
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Los prolactinomas humanos, en su totalidad, independientemente de
gue se hayan desarrollado en varones o mujeres y sin relacion con la
edad del paciente, fueron positivos a la Aromatasa P450 con mayor
intensidad que en hipdéfisis humanas no tumorales, lo que sugiere la

participacion del enzima en la génesis y desarrollo del tumor.

Todos los prolactinomas presentaron positividad al receptor estrogénico
a, lo que sugiere que el estradiol procedente de la metabolizacion
local de la testosterona por la catalizacién de la aromatasa, puede

desarrollar su accion.

Todos los prolactinomas fueron positivos al coactivador de receptor
estrogénico AIBl. Lo que sugiere la participacion de este coactivador
como factor implicado en la génesis y desarrollo del tumor. La
localizacion intracelular de AIB1 puede ser un importante factor

modulador del desarrollo del tumor.

El posible secuestro de p53 en el citoplasma de las células productoras
de prolactina en los prolactinomas parece estar directamente
relacionado con el desarrollo del tumor. La positividad a p53 guarda

una estrecha relacion con la localizacion intranuclear de AIB1.

El desarrollo de los prolactinomas espontaneos humanos parece seguir
patrones de desregulacion semejantes a otros tumores estrégeno-
dependientes, por lo que los bloqueos selectivos de la aromatasa
hipofisaria y de AIB1 podrian ser coadyuvantes terapéuticos de gran

interés.
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