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“ Investigar significa pagar la entrada por adelantado
y entrar sin saber lo que se va a ver”

(Oppenheimer)

Es cierto que cuando uno comienza su marcha en la investigacion nunca
sabe qué puede sorprenderle en el camino. Este trabajo recoge la ilusion y el
deseo de terminar los estudios y aproximarme al apasionante mundo de la in-
vestigacion que con tanto respeto y admiracién he contemplado siempre.
Aunque bien es cierto que mi trabajo y desarrollo profesional no fue encauza-
do por la via del laboratorio, mi inquietud siempre me mantuvo en contacto
con el mundo de la investigacion que tantas alegrias y éxitos han hecho con-
seguir en la medicina y sin el que sin duda nada de lo que hacemos seria posi-

ble.

Comprender el método cientifico no es posible sin experimentarlo y no
conocerlo, no permitiria mantener la mirada critica ante la practica clinica
diaria. Este nos permite obtener conocimientos y nos da herramientas para
estudiar cualquier situacion, diagnosticar necesidades y problemas que pue-
dan ser Gtiles para aplicarlos con fines practicos. Se trata de conocer el

idioma universal que hace posible el avance en todos los campos.

El tema y desarrollo de mi trabajo se enmarca en la linea de investigacion
del Departamento de Anatomia e Histologia que desde el inicio de mi carrera
me abrid sus puertas y siempre han sido simbolo de entrega y trabajo docen-

te.

El tema de la tumorogénesis es sin duda uno de los temas mas apasionan-
tes y que con mas inquietud se vive en el dia de hoy a todos los niveles de
nuestra vida diaria. Muchos son los trabajos encauzados a esclarecer algunos
de los factores que originan o modulan la formacion de tumores. En la presen-
te tesis expondremos algunas conclusiones sobre la relacion de los receptores
dopaminérgicos y el prolactinoma. Para ello desarrollamos una hipoétesis de
trabajo que argumentaremos e implicaremos histoéricamente con las investiga-
ciones previas sobre el tema, facilitando continuar asi la investigacion en este

campo en el futuro.
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Adenomas hipofisarios. El Prolactinoma.

Se sabe que del 10 al 23% de los tumores intracraneales son tumores hipo-

fisarios originados a partir de células glandulares (Molitch y Rusell, 1990).

Estos tumores se denominan adenomas hipofisarios y se han descrito, co-
mo primer diagnostico, en autopsias de un 1.5 a un 27 % de sujetos sin sospe-
cha de enfermedad hipofisaria a lo largo de su vida (Berkvens y col.,1980; Ko-
vacks y col., 1980; Burrow y col.,1981; Parent y col., 1981; Muhr y col.,
1981; Meites y col., 1982; Sarkar y col., 1982; McComb y col., 1984; Abd El-
Hamid y col., 1988; Molitch,1990; Herzog y col., 1992; Sano, 1993; Teramoto
y col., 1994; Kruse y col., 1995).

Al menos el 10 % de las hipdfisis examinadas en autopsias presentaban
adenomas y, de todos ellos, el 44% eran positivos a prolactina distribuidos por
igual tanto por edad como por sexos. A los adenomas hipofisarios positivos a

prolactina se les llama prolactinomas.

La incidencia espontanea de los adenomas hipofisarios en ratas viejas es
muy alta (hasta el 80%) y en la especie humana se han descrito incidencias del
35% en personas mayores de 75 anos (McComb y col., 1984; Herzog y Schlote,
1992). De todos ellos, los prolactinomas tienen la mayor prevalencia, llegando
en algunas series a alcanzar hasta el 80% (Meites y col., 1982; Sarkar y col.,
1982).
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El diagnostico clinico del prolactinoma no exige solo la existencia del tu-
mor con células positivas a la prolactina, de por si muy abundantes en la hipo6-
fisis no tumoral; sino que, ademas, deben acompanarse de hiperprolactine-

mia, niveles elevados de prolactina en sangre circulante.

Los adenomas vy, en particular los prolactinomas se clasifican con arreglo a

su tamano en:

« Microadenomas, tumores con un diametro menor a 10 mm.
« Macroadenoma, tumores con un didmetro mayor de 10 mm

« Macroadenoma con extensién extraselar, cuando sobrepasan
los limites e la silla turca.

o Nota: Los valores se refieren a adenomas humanos.

Hardy (Hardy y col., 1973) publicé un esquema de clasificacion que en ge-
neral utiliza el tamafo y la extension extraselar. En este esquema, el Grado |
equivale a microadenomas, el Grado Il a macroadenomas que pueden tener
extension supraselar, pero no evidencia radiologica de invasion de estructuras
oseas vecinas; el Grado lll se refiere a tumores con invasion de hueso localiza-

da y el Grado IV cuando hay invasion difusa de estructuras oseas.

La importancia de demostrar radiolégicamente la invasion no esta aclara-
da ya que el 88% de los macroadenomas y 69 % de microadenomas muestran

evidencias de invasion dural en el examen histoldgico (Selman y col., 1986).

En general, los niveles de prolactina son proporcionales al tamano del tu-
mor (Klijn y col., 1080), aunque existen controversias entre el grado de reac-
cion inmunocitoquimica de las células tumorales y los niveles séricos de la
hormona (Molitch y col., 1985).

En el diagnostico de la hiperprolactinemia, es importante el tipo de anali-
sis empleado ya que se ha demostrado que la sensibilidad del RIA es superior a
la de otras técnicas como IRMA o ICMA, la importancia de este hecho radica

en la posibilidad de diagnosticar como adenomas no funcionantes, tumores
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que en realidad son prolactinomas o viceversa (Molitch y col., 1985; Bevan y
col., 1987; Kruse y col, 1995; St-Jean y col., 1996; Barkan y col., 1998).

Existen estudios realizados en autopsias que sugieren que los microprolac-
tinomas estan presentes en, aproximadamente, un 5-10 % de las hipofisis ob-
tenidas a partir de la poblacion adulta; pero no suelen existir macroadeno-
mas, por lo que es posible que el crecimiento de micro a macroadenoma sea
poco frecuente o bien que como los macroadenomas son clinicamente funcio-
nantes reciben un tratamiento por lo que no suelen ser hallados en las autop-

sias.

En una serie de pacientes con prolactinoma en el periodo de pretrata-
miento con bromocriptina en el que la mayoria de pacientes con diagndstico
de tumor fueron a cirugia, dos tercios tenian microadenoma y un tercio ma-

croadenoma (Post y col., 1979; Domingue y col., 1980; Randall y col., 1983).

Por consiguiente, aproximadamente un 3 % (es decir, un tercio del 5-10 %
de tumores que requieren atencion médica) de los microadenomas puede es-
perarse que se conviertan en macroadenomas. El resto de los microadeno-
mas, o son clinicamente insignificantes, o son descubiertos, posteriormente,

como macroadenomas.

El paso de micro a macroadenoma es pues un tema controvertido y discu-
tido. En series de seguimiento con TAC o TACAR de hasta 8 anos en mujeres
con microadenomas que no recibieron tratamiento (a voluntad propia), sélo se
observo crecimiento entre un 6,5 y un 16.5 % (March y col., 1981; Von Werder
y col., 1982; Weiss y col., 1983; Koppelman y col., 1984; Pontiroli y col.,
1984; Rjosk y col., 1985; Martin y col. 1985; Sisam y col., 1987; Sisam y col.,
1987; Schlechte y col., 1989).

Obviamente, los macroadenomas se desarrollan a partir de microadeno-
mas, pero dado que de un 93 a un 97 % de los microadenomas no evolucionan
a macroadenomas pueden ser considerados como entidades nosoldgicas dife-

rentes.

19



Tesis Doctoral Sonia Gutiérrez Gabriel Salamanca, 2009

Ademas, ambos tipos de tumor evolucionan de forma diferente en res-
puesta al tratamiento con antagonistas dopaminérgicos, los macroadenomas
frecuentemente disminuyen de forma significativa su tamano mientras que los
microadenomas solo parecen disminuir discretamente, por ello se considera
que los macroadenomas son mas sensibles que los microadenomas a la inhibi-
cion de la secrecion de prolactina por dopamina tanto en vivo como in vitro
(Serriy col., 1983; Spada y col., 1982).

Por otro lado, se admite que la superficie ocupada por los capilares san-
guineos en los macroadenomas es menor que la que ocupan en la hipofisis no
tumoral y en los microadenomas (Erroi y col., 1986), aunque estos hallazgos
han llevado a hipotesis de distinto tipo, no es menos cierto que algunos ma-
croadenomas son adenomas hemorragicos en los que casi el 90% de la superfi-

cie esta ocupada por vasos sanguineos.

En general, el tamaino del tumor no guarda relacion con el grado de proli-
feracion celular del mismo, aunque suele existir relacion entre la prolifera-
cion celular y la invasion dural del tumor (Nagashima y col., 1986; Landolt y
col., 1987; Delgrange y col., 1997).

Por su funcionalidad, los adenomas hipofisarios se clasifican en puros,

cuando liberan una Unica hormona, o mixtos, si liberan mas de una.

Los prolactinomas pueden secretar otras hormonas. La combinacién mas
frecuente es la de prolactina y GH, entre un 25 y un 40% de los tumores secre-

tores de GH lo son también de PRL.

Una variante particular de tumor secretor de PRL y GH es el adenoma de
células madre acidofilas, también llamadas células mamosomatotropas. Este
tumor es irregular, posee células alargadas con nucleo irregular y puede tener
cambios oncoticos como grandes mitocondrias. A diferencia de otros tumores
secretores de otras hormonas, los pacientes con estos tumores tienen una ele-
vacion mas marcada de prolactina y GH y habitualmente presentan alteracio-
nes menstruales, galactorrea, libido disminuida o impotencia, y pueden tener

tendencia a la acromegalia (Warner y col., 1982). Estos tumores son normal-
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mente macroadenomas y desde que se manifiestan suelen tener una vida cor-

ta.

Otras combinaciones hormonales son: PRL y ACTH, PRL y TSH, PRL y FSH
(Cunningham y col., 1977; Duello y col., 1977, Martinez y col., 1982; Jaquet y
col., 1984, Spertini y col., 1986).

La mayoria de prolactinomas tienen células escasamente granuladas que
pueden ser observadas al microscopio electronico. Las células son irregulares,
tienen un gran nicleo y un nucleolo prominente, y abundante reticulo endo-
plasmico rugoso y aparato de Golgi (Horvath y col., 1991, Robert y col., 1975;
Martinez y col., 1980; Kameya y col., 1980; Lloyd y col., 1983; Asa y col.,
1999). Los granulos de secrecion inmaduros son pleomorficos pero los maduros
son esféricos con un diametro de 150-500 nm (Horvath y col., 1991; Lloyd y
col., 1983).

Una caracteristica de estas células es la “exocitosis indebida”. Esto signi-
fica la expulsion de granulos de secrecion dentro del espacio extracelular
(Horvath y col., 1974; Horvath y col., 1991). Entre varias caracteristicas de
estas células, el incremento de la actividad endocrina esta relacionado con la
alta frecuencia de exocitosis y la disminucion del numero de granulos por cé-
lula y el marcado desarrollo del reticulo endoplasmico, pero no hay relacion
entre la actividad endocrina y el tamano de los granulos y desarrollo del apa-

rato de Golgi (Dingemans y col., 1982).

Los prolactinomas granulados densamente son mas extranos. Aunque el
reticulo endoplasmico rugoso no es tan abundante como en los tumores granu-
lados escasamente, el aparato de Golgi esta bien diferenciado y es de alta
densidad. Los granulos de secrecion grandes (200-1200 nm) estan presentes.
En general, los prolactinomas granulados densamente estan mas relacionados
con la disminucion de la actividad secretora y niveles mas bajos de prolactina
plasmatica que en los tumores escasamente granulados (Martinez y col., 1980;
Lloyd y col., 1983).
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McComb y col. (1986) estudiaron histoldgica, inmunohistoquimica, micros-
copica y morfométricamente el efecto de la bromocriptina, agonista dopami-
nérgico, en la hiperplasia espontanea de células secretoras de PRL hipofisarias
que sucede en ratas viejas considerando tanto las que tenian hiperprolacti-

nemia como normoprolactinemia antes del tratamiento.

En el grupo control con niveles de PRL altos se observo que tanto el peso
de la hipofisis como el area nuclear era mas grande que en aquellas que teni-
an niveles normales de PRL en suero. Los granulos eran mas pequeios al igual
que el volumen de los lisosomas; sin embargo, no existian diferencias respecto
al area citoplasmatica, diametro de los granulos almacenados, el volumen de
mitocondrias, gotas de lipidos, reticulo endoplasmico rugoso y aparato de
Golgi. Esto sugirié que los niveles de PRL en suero no se relacionan con el in-
cremento en el nimero de células productoras de PRL ni la actividad secreto-
ra. Estas caracteristicas de disminucion del nucleo y reduccion en densidad de
volumen de los lisosomas sugirieron que la sintesis de PRL y su destino intra-

celular estaban afectados.

En humanos, la calcificacion en el prolactinoma ocurre con relativa fre-
cuencia (Horvath y col., 1974) y hay casos publicados en los que casi existe

una osificacion completa del tumor (Guay y col., 1978; Mukada y col., 1987).

La amiloidosis también esta presente (Kuratsu y col., 1983; Kubota y col.,
1986). Raramente un prolactinoma tiene una estructura de oncocitoma con las
caracteristicas propias de los oncocitos: abundante hiperplasia y mitocondrias

anormales (Kalyanaraman y col., 1980).

Los prolactinomas pueden invadir los tejidos de forma local, alterando sus

caracteristicas histoldgicas, pero no dan lugar a metastasis a distancia.

Los prolactinomas malignos son realmente raros, solo 25 han sido publica-
dos (Pernicone y col., 1997; Hurel y col., 1997). La presencia de metastasis a
distancia debe ser diferenciada de 2 prolactinomas intrahipofisarios desarro-
lados a la vez o de tumores primarios localizados ectopicamente (Warner y
col., 1982).
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Prolactina

La Prolactina es la hormona
adenohipofisiaria que estimula la
secrecion lactea, segun definicion
de Riddle en 1933. Fue descubierta

en 1928 en la hipofisis de la vaca, y

es considerada, filogenéticamente,
la hormona mas antigua del reino animal, ya que ha sido detectada en insec-
tos, anfibios, peces y mamiferos. Su actividad luteotrofica se establecio en

1945, también se la conocia como hormona lactotrofica.

En un principio, fue dificil su aislamiento pues su estructura es semejante
a la de la hormona de crecimiento y ambas se localizan en la hipofisis, aunque

la concentracion de GH es mayor.

Su existencia como una entidad quimica, distinta de la hormona de creci-
miento, se establecio a través de una serie de estudios realizados entre 1965
y 1971, conociendo también como se lleva a cabo su secrecion, regulada por
la interaccion de diversos factores fisioldégicos con componentes neurohormo-

nales hipotalamicos positivos y negativos.

Al mismo tiempo que se caracterizaba la prolactina, se describieron dis-
tintos sindromes clinicos que se asociaban a la hiperprolactinemia, como la
amenorrea con la galactorrea (Ahumada y del Castillo, 1932; Krestin y col.,
1932).

Tres sindromes clinicos fueron descritos: el sindrome de Chiar-Frommel
(Mendel, 1946), caracterizado por: amenorrea, galactorrea y bajo nivel de go-
nadotropinas urinarias durante el post-parto; el sindrome de Ahumada-Argonz-
Del Castillo, cuyas caracteristicas eran: amenorrea no puerperal, galactorrea
y bajo nivel de gonadotropinas sin evidencia de tumor hipofisario en pruebas

de rayos X estandar, y el sindrome de Forbes-Henneman-Grismold-Albright
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que presenta: amenorrea, galactorrea y niveles bajos de gonadotropinas, todo

ello asociado a un adenoma cromofobo (Forbes y col, 1954).

La sobreproduccion de prolactina fue postulada en los dos ultimos sindro-
mes y, aunque inicialmente se publicaron niveles elevados de prolactina en la
sangre de pacientes con galactorrea (Kleinberg y col., 1971), fue Friesen y
col. (1972) quien demostré por primera vez, mediante radioinmunoanalisis,
los niveles elevados de la hormona en pacientes con prolactinoma, la caida de
dichos niveles con la reseccion parcial del tumor y la produccion de prolactina

por el tumor in vitro.

La falta de sensibilidad, que es reconocida actualmente, de los rayos X
convencionales, junto con el mejor conocimiento de la fisiopatologia de los
prolactinomas, ha dejado obsoleta la anterior clasificacion por eponimos de
las enfermedades debidas a prolactina.

Los prolactinomas se consideran los tumores hipofisarios secretores de
hormonas mas frecuentes a partir de los resultados obtenidos en autopsias y
en series quirargicas (Horvath y col., 1991).
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Estructura quimica de la Prolactina

La prolactina es una hormona polipeptidica de cadena Unica, con un peso
molecular aproximado 22,500 daltons, siendo la hormona adenohipofisaria que

regula la lactacion, por medio de eventos fisiologicos y bioquimicos.

Su cadena polipeptidica consta de unos 198-200 residuos aminoacidos. De
los primeros 50 aminoacidos mas del 80% son idénticos u homdlogos a la pro-
lactina bovina y presenta una homologia muy elevada (en torno al 80%) con la

secuencia aminoacida de la hormona del crecimiento.

Esta es la secuencia de los primeros 23 residuos aminoacidos correspon-

dientes al extremo N-terminal

NH»-leu-pro-ile-cys-pro-gly-ala-ala-arg-cys-gln-val-thr-leu-
arg-asp-leu-phe-asp-arg-ala-val

En un sujeto normal del 80 al 90% consiste en una forma pequefa pero
funcional llamada |-PRL (little Prolactin) constituida por 199 monomeros de

aminoacidos también llamada nativa.

Dicha isoforma coexiste con otra isoforma hormonal, de mayor peso mole-
cular (40,000-50,000 daltons), llamada b-PRL (big-Prolactin) que se presupone
que sea una forma de depdsito, ya que pocas veces es detectada en el suero y
su actividad biologica es casi nula. Sin embargo, se la detecta en las hiperpro-
lactinemias asintomaticas, quizas porque sea segregada directamente desde

la hipdfisis o por representar una forma de agregados poliméricos.

También se ha descrito una forma dimérica de la big-PRL, probablemente
unida una inmunoglobulina IgG, a esta forma se la denomina macroprolactina
(big-big-Prolactin) con un peso molecular superior a los 100,000 daltons y sin

actividad biologica.

Regulacion génica de la Prolactina

El gen codificador de la prolactina, en los humanos, esta localizado en el

cromosoma 6. Aunque quimicamente esté relacionada con la hormona de cre-
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cimiento y el lactégeno placentario, cuyos genes se localizan en el cromosoma
17.

En la rata, la prolactina esta igualmente diferenciada y localizada en el

cromosoma 17, mientras que la GH lo esta en el 10.

La prolactina humana (hPRL) y la prolactina en las ratas (rPRL) estan a 10
kb desde el extremo 5’ del inicio de la transcripcion hasta el extremo 3’. Su

gen esta formado por 5 exones separados por cuatro grandes intrones.

La region del extremo 5’ contiene 500 pares de bases con una secuencia
considerablemente homodloga entre humanos, ratas y especies bovinas, indi-
cando que los elementos reguladores estén posiblemente situados en esta zo-

na.

Hay dos regiones responsables de la trascripcion especifica que permite la
expresion de prolactina sélo en células lactotropas hipofisarias y no en otros
tejidos; una zona distal entre 1720 al 1580 bp que contiene el 98/99 % de esta
actividad, mientras que el otro 1-2 % esta localizado en una zona mas proxi-
mal desde el 422 al 33.

Acciones biologicas de la Prolactina

A la prolactina se le han asignado mas de 85 acciones bioldgicas; sin em-
bargo, la mas conocida y a la que debe su nombre es la de estimular y mante-
ner la lactancia puerperal en mamiferos (incluida la especie humana), ac-

tuando directamente sobre las células de la glandula mamaria.

Durante la lactancia, en la mama, se desarrollan dos procesos principales:
Aumenta el sistema ductal, para lo que se requiere la actuacion de los estro-
genos, la hormona de crecimiento, los corticoides, el lactégeno placentario y

la prolactina.

Se desarrolla el sistema lobulo-alveolar, para lo que se requiere la parti-

cipacion de los estrogenos, la progesterona y la prolactina.
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En ambos procesos, la prolactina es importante.

Durante la gestacion los niveles de prolactina en el liquido amniotico lle-
gan hasta 1000 ng/mL, mayor concentracion que en cualquier otro fluido or-
ganico, esto sucede entre la 15% y 20® semana de gestacion y desciende poco a
poco hasta el final del embarazo a 450 ng/mL. Se presupone que es producida
por la hipofisis fetal y la materna, con una posible funcion de osmorregulacion
en el feto, para la supervivencia en el medio acuatico intrauterino, contribu-
yendo asi a la maduracion pulmonar con aumento en el contenido de fosfoli-

pidos y cambios en la relacion lecitina-esfingomielina.

En resumen, en la glandula mamaria, la prolactina estimula las células se-
cretoras alveolares induciendo la sintesis y la secrecion de la leche, para lo
que también se requiere de insulina e hidrocortisona, necesarias para estimu-
lar el sistema lactosa-sintetasa. Las quinasas proteicas dependientes de AMP
ciclico inducen la sintesis de caseina por produccion de RNA mensajero espe-

cifico.

En otras especies animales, principalmente en peces y anfibios, se la aso-
cia con una funcion osmorreguladora, evitando las pérdidas urinarias de agua
y electrolitos, aln no comprobada en humanos, pero con posible relacion con

el sindrome de tension premenstrual.

También se ha relacionado a la prolactina con la regulacion del ciclo re-
productivo, el mantenimiento del embarazo y el crecimiento fetal, mediante
un efecto sobre el metabolismo materno actuando sobre diferentes érganos
efectores para facilitar sus funciones potenciando o inhibiendo los efectos de

otras hormonas.

En la especie humana, las otras funciones atribuidas se presentan en si-
nergismo con los esteroides gonadales, entre ellas se ha descrito su participa-
cion en la permanencia de la estructura del cuerpo liteo y su produccion de
progesterona; en la estimulacion de la formacion de receptores de membrana
para las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) participando
asi en el desarrollo folicular. En los foliculos antrales pequeinos, se ha demos-
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trado una concentracion de prolactina casi 6 veces mayor que la circulante,
cuando el foliculo alcanza entre 6 y 8 mm de diametro los niveles descienden,

aproximandose a los niveles sanguineos basales cerca de la ovulacion.

En los varones, el comportamiento de la prolactina puede afectar a la fun-
cion adrenal, el equilibrio electrolitico, ginecomastia, algunas veces galacto-
rrea, descenso de la libido e impotencia y otras funciones como mantener la

funcionalidad normal de la prostata, las vesiculas seminales y los testiculos.

También se han descrito otras funciones secundarias o de menor potencia,
relacionandola con la andrdgenesis que se lleva a cabo en la zona reticular de
la corteza suprarrenal, pues se han encontrado receptores especificos para
prolactina, la union con dichos receptores estimula la secrecion de dehidroe-

piandrosterona y su sulfato.

Secrecion de Prolactina.

Ritmo circadiano de liberacion.

Los niveles séricos de prolactina tiene variaciones diarias y circadianas, su
secrecion es pulsatil, como describieron Sassin y col. (1972) midiendo los nive-

les sanguineos cada 20 minutos y con aumentos de hasta un 50%.

Este ritmo circadiano consiste en aumentos o picos secretores durante la
etapa de suefo, iniciando entre los 10 minutos y poco mas de 1 hora de ini-
ciado el sueno y alcanzando los valores mas altos principalmente en las etapas
mas profundas. Dichos valores descienden unas dos horas después de haber
despertado y caen poco a poco hacia el final de la tarde, sin una tendencia a
repetirse en el mismo sujeto en dias posteriores, una vez en circulacion la vi-

da media de la prolactina se estima en 14 minutos.

Al parecer las variaciones por horario y durante el sueno se deben a que el
estimulo dopaminérgico del hipotalamo se va modificando, la fluctuacion cir-

cadiana no se ve afectada por la administracion de anticonceptivos.

28



Tesis Doctoral Sonia Gutiérrez Gabriel Salamanca, 2009

Niveles basales.

En la especie humana, la prolactina se detecta en sangre fetal desde la
16 semana del desarrollo, aumentando sus niveles por secrecion activa, ya

que al nacimiento muestra cantidades mayores a los registrados en la madre.

El rango de niveles basales en un promedio de 102 mujeres adultas, apa-
rentemente sanas, fue de 1.39 a 24.2 ng/mL, con un valor medio de 7.97
ng/mL; en varones, hombres en un promedio de 87 varones adultos, aparen-
temente sanos, el valor medio fue de 5.6 ng/mL, oscilando entre 1.61 a 18.77

ng/mL.

Los niveles basales no son constantes a lo largo de la vida. En la mujer se
ha observado un aumento desde los 7 ng/mL en la etapa prepuber a los 13
ng/mL en la pubertad. Ademas, en las mujeres fértiles los niveles presentan
una ligera elevacion durante la ovulacion y la fase luteinica, con respecto a la
fase folicular. En los varones, los valores medios pueden oscilar desde 8
ng/mL, en varones prepuberes, hasta 10 ng/mL en varones puberes y 13
ng/mL en varones adultos. En mujeres posmenopausicas y hombres de edad

avanzada, los niveles descienden.

Mecanismos de regulacion

El sistema nervioso central es el que regula la secrecion de prolactina me-

diante un mecanismo de inhibicion, via conexiones hipotalamo-hipofisarias.

El hipotalamo ejerce una funcion importante inhibidora para establecer el
nivel normal de secrecion de prolactina, a través del llamado factor PIF (Pro-
lactin Inhibitor Factor) su efecto tonico inhibidor es predominante, y cuando
se presenta una desconexion hipotalamo-adenohipofisiaria por seccion del ta-
llo hipotalamico o por lesiones destructivas hipotalamicas lleva consigo una

hipersecrecion de prolactina.

A la Dopamina se le atribuye ser el factor PIF fisiologico, ya que ejerce un
control importante inhibiendo de forma tonica la liberacion hipofisaria de pro-

lactina, a través del tracto tuberoinfundibular-intrahipotalamico dopaminér-
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gico o TIDA medial, que lleva la dopamina desde el nucleo arcuato hasta los
espacios pericapilares del sistema porta hipofisario, en la zona externa de la

eminencia media.

Al igual que la dopamina, la apomorfina, la bromocriptina y la cabergoli-
na, drogas agonistas dopaminérgicas, tienen control inhibidor sobre la hormo-

na prolactina.

Sin embargo, la dopamina no es el Unico inhibidor hipotalamico de la pro-
lactina, por ejemplo, las catecolaminas y los alcaloides muestran su efecto
inhibidor tanto in vitro como in vivo, actuando directamente sobre la hipofisis
o aumentando el contenido hipotalamico de PIF. En este grupo de inhibidores

cabria incluir a la somatostatina.

El hipotalamo también libera al sistema porta hipofisario factores estimu-
ladores de la secrecion de la hormona. Entre ellos destacan la TRH, hormona
liberadora de tirotropina, ya que en situaciones con hipersecrecion del pépti-
do coexiste un aumento de secrecion de TSH y Prolactina, las células de pro-
lactina tienen receptores para TRH que estimula la liberacion de Prolactina

empelando como segundo mensajero al fosfatidil-inositol.

No obstante, hay hechos que sugieren que TRH no es el principal regula-
dor estimulador ya que situaciones fisiolégicas, como la lactancia, con hiper-
secrecion de prolactina no se acompanan de variaciones o alteraciones de la

funcion tiroidea, a pesar de existir hiperprolactinemia.

De igual forma se hace mencion de varias sustancias que han presentado
la funcion de PRF como el Polipéptido Intestinal vasoactivo (VIP), presente en
el hipotalamo, la hipofisis y la sangre del tallo hiposifiario; el acido gamma-
hidroxi-butirico (metabolito del GABA, acido gamma aminobutirico), la pros-
taglandina E, la serotonina, los estrogenos y algunos extractos de la glandula

pineal.

De todos ellos, probablemente sea VIP el mejor candidato para estimular

desde el hipotalamo y desde la propia hipofisis la secrecion hormonal, tam-
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bién tiene receptores en la célula lactotropa y su segundo mensajero es el
CAMP.

Desde la periferia, fuera del sistema nervioso, los estrogenos son los prin-

cipales estimuladores de la sintesis y la secrecion de prolactina.
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Hipotesis del Estudio
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Antecedentes

El papel del hipotalamo en la patogénesis del prolactinoma es controver-
tido. El defecto primario del hipotalamo en la regulacién de la secrecion de la
prolactina, asi como el defecto en el tono dopaminérgico, han sido planteados
como hipétesis por facilitar o causar el crecimiento de la mayoria de prolacti-
nomas (Fine y col., 1978; Van Loon y col., 1978).

Otras hipotesis postulan que la mayoria de cambios en la funcion hipota-
lamica en pacientes con tumores son secundarios a la aparicion de alteracio-

nes intrinsecas de novo en la hipofisis.

La regulacién principal del hipotalamo en la secrecion de prolactina es in-
hibidora, principalmente debida a dopamina, por lo que se postula que defec-
tos hipotalamicos son una de las causas de disminucion del tono dopaminérgi-
co. Se ha debatido si esto era un defecto funcional (Fine y col., 1978) o una
alteracion de la sensibilidad de las células lactotropas a la dopamina debido a

una alteracion inducida por estrégenos en la circulacion hipofisis.

Fine y Frohman (1978) postularon que los prolactinomas eran causados por
un defecto hipotalamico en la secrecion de la dopamina. Posteriores estudios,
sin embargo, sugirieron que estos hallazgos debian ser reinterpretados, ya que
las respuestas observadas por estos autores eran reversibles in vitro (Molitch y
col., 1982; Barbarino y col., 1982).

Asa y col. (1991) estudiaron la influencia de las hormonas hipotalamicas
en la patogénesis de los adenomas hipofisarios y concluyeron que la estimula-
cion hormonal excesiva puede aumentar la liberacion de la hormona asi como

una hiperplasia celular.

Otra posible via por la que podria ser disminuida la cantidad de dopamina

liberada por la hipdfisis podria ser si hubiera una alteracién en la circulacion
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asi como en la cantidad de sangre proveniente de los vasos portales, que esta-
rian diluidos por la llegada de la sangre de la circulacion general. A este res-

pecto existe una gran controversia sobre la llegada de arterias a la hipofisis:

Schechter en 1988 obtuvo por microscopia electronica datos que sugerian
que los prolactinomas contienen arterias mientras que no era asi en las hipofi-
sis no tumorales. Sin embargo, estudios previos demostraban la no existencia
de arterias en ningln tipo de hipofisis (Erroi y col., 1986) o bien que mas de
un 81% de las hipofisis normales contienen terminaciones arteriales (Gorczyca
y Hardy, 1987). Por lo que esta cuestion de la vascularizacion anormal del tu-

mor continla siendo un punto controvertido.

La investigacion sobre la sensibilidad de los prolactinomas a la dopamina
ha sacado a la luz resultados conflictivos. Algunos sugieren que los tumores
son resistentes a la supresion con dopamina (Bansal y col., 1981; Serri y col.,
1983; Martin y col., 1984) y otros que no (Fine y col., 1978; Reschini y col.,
1980; Ho y col., 1984; Ho y col., 1986).

De este Ultimo grupo, solo los estudios del grupo de Ho usaron dosis casi
maximas de dopamina. El mecanismo por el cual se justificaria esta posible
disminucion de sensibilidad a dopamina estaria relacionado con la disminucion
de receptores de alta afinidad a la dopamina en prolactinomas, comparado a
la hipofisis normal (Bression y col., 1980). Serri en 1983 encontrd que pacien-
tes con hiperprolactinemia debida a una alteracion hipotalamica y una trans-
mision defectuosa de dopamina eran extremadamente sensibles a la supresion

con dopamina.

La literatura recoge diferentes aproximaciones para intentar determinar si
es posible que exista una disfuncion hipotalamica primaria como causa de pro-

lactinoma, las principales son:

« Examinar la porcién no tumoral de la glandula para detectar
hiperplasia de las células lactotropas.

« Evaluar los defectos de regulacion del hipotalamo sobre la se-
crecion de la prolactina después de una reseccidon selectiva
del adenoma.
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« Determinar la tasa de formacion tumoral nueva tras la resec-
cion del adenoma.

« Analizar la clonicidad para determinar si los tumores son poli-
clonales mas que monoclonales.

« Evaluar la presencia en los tumores de mutaciones especificas
gue dan lugar a una proliferacién monoclonal.

Desde hace mucho tiempo se sabe que la administracion de estrogenos a
ratas induce a largo plazo la formacion de tumores hipofisarios (McEuen y
col., 1936; Clifton y col., 1956). Con episodios repetidos, los tumores pueden
convertirse en completamente autonomos (Clifton y col., 1961). Dar treinta
dias de estrégenos causa solo hiperplasia (Batke y col., 1984; El-Azouzi y col.,
1990), pero sesenta dias de tratamiento causa neoplasia (El-Azouzi y col.,
1990).

Algunas cepas de ratas son particularmente sensibles a la induccion de
tumores por estrogenos tal como las Fischer 344 y las ACI (Dunning y col.,
1947; Stone y col., 1979) y algunas como las Holtzman no desarrollan prolac-
tinomas en respuesta estrogenos (Wiklund y col., 1981). Aunque ambos, Fis-
cher 344 y Holtzman, aumentan la sintesis de prolactina en respuesta a estro-
genos, solo la Fischer 344 responde con la formacion de tumores. Estas dife-
rencias sugieren que en la formacion de tumor requiere algin factor mitogé-

nico ademas del aumento de prolactina.

Al igual que los prolactinomas asociados a la edad, los tumores inducidos
por estrogenos también se asocian al dano en las neuronas del tracto infundi-
bular dopaminérgico (TIDA), a una eminencia media reducida asi como la dis-
minucidon de los niveles de dopamina en los vasos portales (Sarkar y col.,
1982; Casanueva y col., 1982; Sarkar y col., 1984), y del feed-back negativo
TIDA sobre la prolactina (Demarest y col., 1984).

Los efectos antidopaminérgicos de los estrogenos van a afectar de dos for-
mas: estimulando la trascripcion génica de la prolactina y actuando también

de forma intracelular.
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Aunque el efecto directo hipotalamico en la disminucién de la liberacion
de la dopamina en los vasos portales fue en un principio postulado (Cramer y
col., 1979), estos efectos no aparecen en ratas hipofisectomizadas, sugiriendo

que este efecto es secundario y es debido al aumento de prolactina en sangre.

En un estudio en el que se midid de forma simultanea la actividad dopa-
minérgica hipotalamica y los niveles de prolactina hipofisaria en ratas Fischer
344 tratadas con implantes de estrogenos en varios periodos de tiempo, Mor-
gan y col. (1982) encontraron un aumento en la actividad dopaminérgica en
los primeros catorce dias del tratamiento con disminucion de los niveles de
prolactina, pero a los 30 dias disminuia la actividad dopaminérgica, sugiriendo
que al principio existia un feed-back negativo normal al aumento de prolacti-
na que quiza dio lugar a un posible agotamiento de las neuronas TIDA con
disminucion de la respuesta de dopamina a la prolactina e incluso dano celu-

lar con el tiempo.

De hecho, hay tumores que responden negativamente a agonistas de la
dopamina tales como la bromocriptina, apoyando el papel de esta pérdida tar-
dia de dopamina en la progresion de los tumores (Morgan y col., 1985) o bien

un defecto en el receptor dopaminérgico hipofisario.

Sin embargo, en apoyo al concepto de que la disminucion en la inhibicion
de la dopamina no es lo principal con respecto a la formacion actual del tu-
mor, Wiklund y col. (1981) encontrd diferencias en la tumorogénesis entre las
ratas Fischer 344 y las Holtzman cuando sus hipofisis eran trasplantadas deba-
jo de la capsula renal y por tanto se conseguia liberarlas de la influencia dire-

cta del hipotalamo.

Un paso mas dieron los estudios realizados por El-Azouzi y col. (1990) que,
tras el tratamiento con estrogenos, comprobaron la disminucion de los nive-
les de PRL en el dia 30 y un aumento en el peso de la glandula de hasta 3 ve-
ces asi como que la inmunorreactividad a dopamina disminuia hasta casi des-
aparecer. Pero todos estos cambios eran reversibles si se retiraba el implante.

Por el contrario, si prolongamos el tratamiento hasta 60 dias se producian tu-
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mores hemorragicos grandes que mantenian niveles elevados de prolactina y
alteraciones irreversibles en las células tuberoinfundibulares del nicleo ar-

cuato.

Phelps y Hymer (1988) publicaron también como estos efectos provocados
por el tratamiento de estrogenos podia ser revertido por el tratamiento con
bromocriptina, demostrando ademas que éste tratamiento disminuia el nime-
ro de células en fase Sy G2, pero esto solo ocurria en las células mas peque-
fias con gradientes mas altos. Por el contrario la inhibicion en la liberacion de
PRL se producia por igual tanto en células densas con en células ligeras. Estu-
dios similares publicaron los japoneses Akihiro y col. (1985) que demostraron
la inhibicidn del crecimiento del tumor MtT/F84 en ratas F344 estimulado por
estrogenos, cuando se le administraba bromocriptina a dosis altas o tamoxife-
no confirmando la mediacién en el fenomeno de los receptores de dopamina y

estrogenos.
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Hipotesis
Junto a alteraciones génicas, cuyo estudio supera el proposito de este
trabajo, parece ser que dopamina y estradiol son los dos factores extrahipofi-

sarios principalmente implicados en el crecimiento y desarrollo de prolacti-

nomas.

La maquinaria enzimatica intracelular, en determinados tejidos, incluida

la hipofisis, permite la produccion de testosterona a partir del colesterol.

De las dos rutas de metabolizacion de los andrégenos, la reduccion y la
aromatizacion, la Ultima depende de la presencia de un enzima, la aromatasa
P450, que pertenece a la superfamilia del citocromo P450, y actla como cata-
lizador para la transformacion rapida de la testosterona en estradiol en el in-

terior de la propia célula.

El estradiol es un esteroide gonadal con capacidad reguladora de la acti-
vidad secretora hipofisaria, actuando sobre el hipotalamo o sobre la propia
hipofisis, e interviene en la regulacion de la sintesis y secrecion de varias
hormonas, principalmente, las gonadotropinas LH y FSH, la prolactina y la
hormona del crecimiento (GH), asi como de distintos péptidos reguladores au-

to-paracrinos hipofisarios, como VIP y galanina.

En nuestro laboratorio, como resultado de dos proyectos de investigacion,
uno financiado por la Union Europea (BIOMED-I, n°® BMH1-CT94-1536, n° pro-
yecto PL931536 ) y otro por la Junta de Castilla y Leon y el Fondo Social Euro-
peo (JCyL, SA58/98), empleando un anticuerpo anti-Aromatasa P450 altamen-
te especifico, se demostrd, por primera vez, la expresion inmunohistoquimica
de la aromatasa P450 en la hipofisis de la rata. Esta expresion es sexualmente

diferente (Carretero y col., 1999).

Ademas, existe una expresion diferencial dependiendo de la edad del ani-

mal: prenatalmente, su expresion comienza en el dia 17 del desarrollo, se
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mantiene en etapas postnatales tempranas, expresandose igual en machos
que en hembras (Caretero y col., 2001). Prepuberalmente, la expresion dismi-
nuye en hembras y se mantiene en machos y, en la rata adulta, apenas se ex-

presa en la hembra, pero si en el macho (Carretero y col., 2003).

En la hipofisis de ratas viejas (mas de 24 meses de edad) que no desarro-
llaron adenomas hipofisarios, la presencia de la aromatasa (determinada por
Western blotting e inmunocitoquimica) es casi inapreciable (Carretero y col.,
2002).

También en nuestro laboratorio, mediante hibridacion in situ también se
ha demostrado la expresion del mRNA de la aromatasa P450 en la hipdfisis de
ratas adultas machos y hembras. Esta expresion, al igual que antes se habia
comprobado mediante inmunocitoquimica ser mas intensa en machos que en

hembras (Carretero y col., 2003).

La produccién hipofisaria de estradiol por actuacion de la aromatasa al-
canza sentido funcional ya que la hipofisis presenta el receptor estrogénico a,
a través del cual el esteroide desarrolla sus acciones reguladoras (Carretero y
col., 2009).

Como hemos comentado antes, las células hipofisarias de ratas viejas que
no han desarrollado adenomas hipofisarios apenas presentan aromatasa (Ca-
rretero y col., 2003), lo que podria ser una caracteristica de la evolucion
postnatal del enzima en respuesta a déficit de la secrecidon de testosterona o
a la aromatizacion periférica de la testosterona en el periodo senil (Harman y
Tsitouras, 1980).

Al contrario, un porcentaje muy alto de los adenomas espontaneos que
aparecen en ratas viejas si expresan el enzima, lo que sugiere que dicha ex-
presion podria guardar estrecha relacion con el tumor. De una serie de 105
adenomas espontaneos en hipofisis de ratas viejas, el 66%, fueron positivos a
la aromatasa, sin que ello guardara relacion con el tipo anatomopatologico
del adenoma, aunque si con la naturaleza funcional del tumor. Considerando
solo los prolactinomas, el 86.67% presentaron reaccion a la aromatasa, lla-

41



Tesis Doctoral Sonia Gutiérrez Gabriel Salamanca, 2009

mando la atencion que el 100% de los prolactinomas puros fueron aromatasa
positivos, mientras que solo el 60% de los multiples expresaron el enzima (Ca-
rretero y col., 2002). El western blotting sugiere una sobreproduccion del en-

zima en los tumores si se compara con las hipofisis no tumorales.

Como hemos puesto antes de manifiesto, existe una controversia intere-
sante en la relevancia del papel de dopamina y estradiol como factores impli-

cados en la génesis de los prolactinomas.

Esto hace que sea de sumo interés contrastar la presencia de la aromatasa
P450 en los prolactinomas y contrastarla con la presencia de receptores do-
paminérgicos, de cara a comprobar si la presencia de uno u otro modifica la

expresion de cada uno de ellos.
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Objetivo del estudio

Nuestro estudio se encuadra dentro de un proyecto de investigacion mas
amplio que se lleva a cabo en los laboratorios del Departamento de Anatomia
e Histologia Humanas y en el laboratorio de Neuroendocrinologia del Instituto

de Neurociencias de Castilla y Leon, sobre Tumorogénesis Hipofisaria.

Ante los resultados previos, que hemos expuesto, nos surgio el siguiente

interrogante que dio lugar a este estudio:

Si en los prolactinomas espontaneos se produce estradiol a nivel local por
efecto de la aromatasa sobre la testosterona ;Este mecanismo afecta a la pre-

sencia de receptores dopaminérgicos en dichos tumores?
Para dar respuesta a estos interrogantes nos planteamos como objetivos:

1.- Analizar, mediante un estudio inmunocitoquimico, una serie de prolac-
tinomas espontaneos obtenidos a partir de ratas viejas en los que previamente
se habia detectado la presencia de la aromatasa. Valorando en ellos la pre-

sencia de la isoforma larga del receptor dopaminérgico D2.

2.- Si el receptor D2 esta presente en los prolactinomas, comparar la ex-

presion inmunocitoquimica de la aromatasa y la de dicho receptor.

3.- Si ratones ko para aromatasa o receptor D2 desarrollan prolactinomas,
valorar la prevalencia de los mismos y la relevancia de cada una de las dos de-

lecciones.

4.- Analizar mediante un estudio inmunocitoquimico la importancia que
los hallazgos anteriores pudiera tener al contrastar la reaccién a la aromatasa

y al receptor D2L en prolactinomas humanos espontaneos.
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Material y Métodos
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Obtencion de las muestras.

Adenomas humanos.

Las muestras utilizadas en el presente estudio, proceden del banco de
muestras del Servicio de Anatomia Patoldgica, obtenidas de la extirpacion
quirurgica de los tumores en el Servicio de Neurocirugia (Unidad Virgen de la
Vega del Hospital de Salamanca) entre los afnos 1991 y 2002. Todas las mues-
tras, objeto del estudio, se obtuvieron previo consentimiento informado de

los pacientes.

Para realizar este estudio, se utilizaron una serie de 87 adenomas huma-
nos no inducidos por tratamientos previos que fueron diagnosticados ante-
riormente segln criterios clinicos y 8 hipofisis humanas no tumorales, proce-
dentes de autopsias clinicas, de personas sin antecedentes clinicos endocrino-
légicos previos y de caracteristicas de edad y sexo semejantes a los pacientes

con tumores. El total de hipofisis analizadas fue por tanto de 95.

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.

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 hor-
monas, solo los tumores que mostraron una densidad de células reactivas ma-
yor, al menos en un 35%, que los porcentajes establecidos para el tejido hipo-

fisario no tumoral, fueron considerados positivos.

Los utilizados en el trabajo fueron prolactinomas puros, en numero de 47,
de los que 15 procedian de varones y los 32 restantes de mujeres, en ambos

casos los tumores procedian de pacientes entre 29 y 48 afnos de edad.
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Determinacion de los niveles basales de prolactina.

En todos los casos estudiados se tomaron muestras de sangre venosa peri-
férica 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 analisis.

La determinacion de los niveles séricos de prolactina se realizé 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 superio-

res a 300ng/mL indicativos de la presencia de un prolactinoma.

Adenomas hipofisarios espontaneos en ratas viejas.

En este estudio se utilizaron 400 ratas albinas adultas de ambos sexos de
la cepa Wistar, entre 12 y 30 meses de edad. Agrupadas de 20 en 20 segun

sexo y edad de sacrificio cada 2 meses.
Los animales se mantuvieron estabulados en condiciones estandar:
Enjaulados en grupos de 4 animales.
Temperatura de 21+2 °C.
Humedad relativa del aire 50+5%.
Fotoperiodo controlado de luz/10 horas oscuridad.

Agua y comida “ad libitum” con dieta equilibrada de mantenimiento rata-

raton (Panlab®).

Fueron sacrificadas entre las 10:00 y las 11:00 horas (a.m.) por decapita-

cion, previa anestesia por inhalacion con éter etilico (PanReac®).

Inmediatamente después se procedié a la apertura de los craneos, com-

probando la existencia o no de un adenoma hipofisario.
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En todos los casos se extrajeron las hipofisis, para la comprobacion mi-

croscopica de la existencia o no de microadenomas.

Las hipofisis extraidas se fijaron por inmersion en formaldehido al 4% en
tampon fosfato 0.1M a pH 7.4, durante 12 horas.
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 hor-
monas, solo los tumores que mostraron una densidad de células reactivas ma-
yor, al menos en un 35%, que los porcentajes establecidos para el tejido hipo-

fisario no tumoral fueron considerados positivos.

Los utilizados en el trabajo fueron prolactinomas puros, en nimero de
125. De los que 83 procedian de ratas hembras mayores de 20 meses de edad
y los otros 42 de ratas machos mayores de 24 meses de edad.

Ratones knock out para los genes de aromatasa o del

receptor dopaminérgico D2.

Procedencia de los animales.

Los ratones sufrian deleciones en los genes especificos que codifican la

sintesis de aromatasa p450 o del receptor dopaminérgico D2.

Se han obtenido a partir de progenitores heterocigéticos ya que los homo-

cigoticos son estériles.

Determinacion de la delecidon génica. Genotipaje por PCR.

El genotipaje de los animales se realizd mediante amplificacion por PCR
del gen implicado, a partir de DNA extraido de la cola del animal. Para ello se

siguio el siguiente protocolo:

Extraccion, aislamiento y purificacion del DNA
Kit Roche
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En

PCR

Aromatasa (29 ciclos: 94°/54°/72°)

P27 (34 ciclos: 94°/59°/72°)

Receptor D2: (11 ciclos: 94°/64°/72° + 24 ciclos: 94°/58°/72°)
Electroforesis en gel de agarosa en TAE (150mV)

Fotografiado de las bandas de electroforesis

la pagina adjunta se presentan dos muestras de las badas electroforé-

ticas para la pCR del genotipaje para aromatasa p450 y para el receptor D2.
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Genotipaje para aromatasa p450

ri‘ﬁ s,. =5

Genotipaje para D2R
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Procesado de las muestras

Todos los tumores, humanos o murinos, fueron extraidos con el maximo
cuidado posible. Tras su obtencion, las muestras fueron fijadas por inmersion
en paraformaldehido al 4% en tampon fosfato (PBS: 0.1M, pH 7.4) durante 24

horas a 4° C para su posterior inclusion en parafina.

Inclusion en parafina.

La inclusion consiste en reemplazar el agua que contiene el tejido, por un
medio liquido capaz de solidificarse, de tal manera que la muestra adquiera
una consistencia adecuada para poder obtener cortes de la misma suficiente-
mente finos y sin fragmentarse, manteniendo la estructura de los distintos

elementos.

Para realizar este proceso, procedemos en primer lugar a la deshidrata-
cion de la muestra, pasando las muestras por etanol de diferente gradacion
progresivamente ascendente. A continuacion se hicieron tres pases por xileno
para realizar el denominado aclaramiento o desalcoholizacion, de esta mane-
ra se sustituye el etanol utilizado para la deshidratacion, por una sustancia li-
quida, en la que el medio de inclusion pueda mas tarde penetrar de manera

homogénea en el tejido.

El medio de inclusion utilizado fue la parafina, se pasaron las muestras
por diferentes parafinas fundidas, para finalmente confeccionar el bloque de

parafina mediante moldes.

Una vez realizado el bloque de parafina, se obtuvieron cortes seriados de
5 micras de grosor con un microtomo de rotacion o tipo Minot, estos cortes se
colocaron sobre portaobjetos tratados con gelatina al alumbre de cromo sobre

una placa a 37°C para el estiramiento de los cortes.
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Inmunocitoquimica.

Los estudios inmunocitoquimicos se han realizado empleando métodos en-
zimaticos de marcaje simple con Biotina-Estreptoavidina-Peroxidasa que se

revelo con 3-3’ diaminobencidina (Sigma).
Anticuerpos empleados.
Se han empleado los siguientes anticuerpos:

e Suero policlonal, obtenido en conejo, anti-aromatasa P450
humana (Rb-SG 1230, diluido1:500 en TBS)

» Suero policlonal, obtenido en conejo, anti-aromatasa P450 de ra-
ta (RB-SG ...., diluido 1:500 en TBS)

e Suero policlonal, obtenido en conejo, anti-Prolactina humana
(Dako, diluido 1:900 en TBS)

* |IgG obtenida en conejo anti-isoforma D2L del receptor dopami-
nérgico D2 (...), diluida ... en TBS.

e Suero policlonal biotinado, obtenido en cabra, anti-Ig G de cone-
jo (Caltag, diluido 1:150 en TBS).

* Complejo estreptoavidina-peroxidasa (Caltag, diluido a 1:100 en
TBS).

Protocolo inmunocitoquimico.

Una vez hidratadas las muestras, se incubaron con el anticuerpo primario

durante 18 horas en camaras de humedad a 4°C.

Pasado este tiempo, se realizaron dos lavados de 5 minutos en TBS, para

la eliminacién de anticuerpos no unidos a antigenos.

Incubacion con el anticuerpo secundario biotinado, durante 45 minutos a

temperatura ambiente, seguido de dos lavados en TBS de 5 minutos cada uno.
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Incubacion con el complejo estreptoavidina-peroxidasa durante 45 minu-
tos a temperatura ambiente, seguido de dos lavados en TBS de 5 minutos cada

uno.

Revelado de la reaccion empleando H202 como sustrato para la peroxidasa
y 3-3 diaminobencidina (Sigma), utilizado como cromoégeno, obteniéndose una
coloracion marrdon donde se localizaba el antigeno a detectar. Esta reaccion
se desarrollé6 a temperatura ambiente, bajo control microscopico. La reac-
cion se paro retirando el cromogeno mediante inmersion de los portas en agua
destilada.

Las muestras se sumergieron en hematoxilina acida de Mayer, durante 20
segundos, se lavaron con agua destilada y se montaron con Aquatex (Merck

®), con cubres de vidrio.
Tampones utilizados.

TBS: Trizma base Sigma ® 0.5M con CLNa al 8%, rectificando Ph

hasta 7.4. Diluido posteriormente 1:10 para conseguir 0.05M

TB: Similar preparacion al anterior sin CINa. Utilizado para re-

velar con 3-3 diaminobencidina

Controles de la reaccion.

La especificidad de la reaccidén inmunocitoquimica se controlé mediante
preabsorcion con 10nM del antigeno (prolactina o la isoforma D2L) durante 24
horas a 4°C, tras centrifugado (10000rpm 20 minutos a 4°C), se obtuvo el so-
brenadante con el que se desarrolld el mismo protocolo inmunocitoquimico
descrito con anterioridad. Las imagenes de la pagina adyacente muestran los
resultados negativos para prolactina (foto izquierda) y la isoforma D2L (foto

derecha).
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Estadistica.

Dado que el estudio ha consistido en valorar los porcentajes de tumores
que expresaban o no inmunocitoquimicamente algin tipo de reaccion o el
porcentaje de animales que desarrollaban adenomas a una determinada edad,
contrastando si el tumor presentaba o no reaccion a los 3 marcadores em-
pleados, no se ha precisado ningun test estadistico para analizar los resulta-

dos obtenidos.

Tratamiento de los Textos y figuras. Edicion fi-
nal.

Las micrografias fueron digitalizadas empleando una camara digital Ni-
kon® incorporada a un microscopio Nikon Labophot II®, capturando las ima-
genes con el software At-2® a un ordenador HP® Pentium IV® y procesadas

mediante el programa Adobe PhotoShop CS-3® (resolucion final 4000 ppp).

El procesado de los textos, los graficos y la edicion final se realizé con el
programa Microsoft Word (Office 2003, para Windows XT), empleando el or-

denador antes mencionado.

La impresion se realizo con una impresora OKI C5600 a color.
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Resultados
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Incidencia de los adenomas espontaneos en ratas

viejas de la cepa Wistar.

Como se muestra en la grafica, la incidencia de los adenomas espontaneos

en la rata guarda una relacion estrecha con la edad y el sexo de los animales.

En nuestra serie, ningiin animal desarrollé un adenoma a los 12 meses de
edad. La primera incidencia apareci6 a partir de los 14 meses en ratas hem-
bras, mientras que en los machos no aparecié ningin tumor hasta los 22 meses
de edad.

La incidencia de adenomas en las ratas hembras se incremento sucesiva-

mente desde los 18 hasta los 30 meses, principalmente en la rata hembra.

A los 18 meses, el 10% de las ratas hembras desarrollaron un adenoma; a

los 20 meses lo hicieron el 17.5%, a los 22 meses el 25%.

Este fenomeno se acelerd a partir de los 24 meses, edad a la que el 45%
de las hembras desarrollaron el tumor, para hacerlo el 64.19% a los 26 meses,
el 67.5% a los 28 meses y el 70% a los 30 meses (en este grupo de edad, se in-
cluyen 3 hembras que murieron entre 7 y 4 dias antes de la fecha prevista y

que no desarrollaron adenomas).
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Prevalencia de los prolactinomas en los adeno-

mas espontaneos de ratas viejas.

Las diferencias observadas, relacionadas con la edad y el sexo, en la inci-
dencia de los adenomas hipofisarios fueron mucho mas evidentes cuando se

analizaron sélo los prolactinomas.

En las ratas hembras, comienzan a observarse prolactinomas a partir de
los 18 meses de edad, en los que el 25% de los adenomas fueron prolactino-
mas. A los 20 y 22 meses, el 50% de los tumores fueron prolactinomas. La ma-
yor prevalencia ocurrié a partir de los 24 meses de edad, en los que la inci-

dencia estuvo en torno al 70%.

En conjunto, el 65.81% de los adenomas observados en las ratas hembras

fueron prolactinomas.

En los machos, no se observaron prolactinomas hasta los 24 meses de
edad, en el que el 16.67% de los tumores fueron de este tipo. Incidencias se-
mejantes se observaron a los 26 y 28 meses. Tan solo aumenté la incidencia
en ratas machos de 30 meses, en los que el 33.33% de los tumores fueron pro-

lactinomas.

En conjunto, el 18.52% de los adenomas observados en las ratas machos

fueron prolactinomas.
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Demostracion inmunocitoquimica de la coexis-
tencia de positividad para la prolactina y la isofor-
ma D2L del receptor dopaminérgico D2 en los pro-

lactinomas.

Como muestran las imagenes de las paginas siguientes (columnas izquier-
das) los prolactinomas presentaron gran cantidad de células positivas a pro-
lactina.

La reaccion no siempre fue homogénea entro del tumor, de forma que en
la mayoria de las ocasiones, dentro del mismo tumor, aparecieron células con

una intensidad de reaccion mayor que en otras.

La reaccion siempre se localizd en le citoplasma de las células, pudiendo

ocupar todo el citoplasma o tan solo una parte del mismo.

Las columnas derechas muestran la reaccion a la isoforma D2L en el mis-

mo tumor que la foto adyacente de la izquierda.
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Inmunocitoquimica para la isoforma D2L del re-
ceptor dopaminérgico D2 en los prolactinomas es-

pontaneos.

Como se aprecia en las imagenes obtenidas a bajos aumentos en prolacti-
nomas hipofisarios espontaneos, la deteccion inmunocitoquimica de la pre-
sencia de la isoforma D2L del receptor dopaminérgico fue evidente en estos

tumores.

La presencia de esta isoforma del receptor no guardé relacién con la mor-

fologia del tumor, sélido, hemorragico, cavernoso, etc.

Tampoco guardo relacion con el tamafno del tumor, apareciendo en tumo-

res de gran tamano o en microadenomas.

Por Gltimo, tampoco estuvo relacionada con la edad o el sexo del animal.
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A mayores aumentos, las caracteristicas de localizacion y la intensidad de
la reaccion dentro de las células del tumor si presentaron diferencias de unos

a otros tumores.

La localizacidn intracelular observada con mayor frecuencia fue en el ci-

toplasma. Esta localizacion afecté al 80% de los prolactinomas.

Los tumores que presentaron macrofagos con hemosiderina en su interior,
siempre presentaron reaccion exclusivamente citoplasmica. Afectando al 4%

de prolactinomas

En ocasiones, algunos tumores con el receptor localizado en el citoplas-
ma, presentaban alguna célula, aunque en baja proporcion, con reaccion nu-

clear. Este patron de localizacion se observé en el 12% de los prolactinomas.

Raramente, aunque fue asi en un 4% de los prolactinomas, la reaccién se
localizé preferentemente en el nucleo de la célula; no obstante, en estos tu-
mores siempre hubo un porcentaje de células con reaccioén citoplasmica, aso-

ciada o no a la reaccion nuclear.
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Anomalias estructurales y patrones de reaccion
en las células positivas a la isoforma D2L del recep-

tor dopaminérgico D2.

Aproximadamente el 10% de los prolactinomas presentaciones grandes al-
teraciones celulares, en células positivas a la isoforma D2L del receptor do-

paminérgico.

En algunos tumores, principalmente solidos, aproximadamente el 4% apa-
recian células de aspecto normal y con reaccion citoplasmica al receptor (fle-
chas finas) junto a elementos de aspecto sincitial muy grandes con varios nu-

cleos anormales en su interior (flecha gruesa).

En otras ocasiones, aparecieron células grandes e irregulares, con reac-
cion citoplasmica y nuclear intensa, junto a células con reaccion citoplasmica

de menor intensidad.

Por Gltimo, algunos tumores, principalmente cavernosos, presentaron cé-
lulas con nucleos de morfologia muy variable, reactivos al receptor; junto a

células que no presentaban ningun tipo de reaccion.
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Al analizar comparativamente la reactividad a prolactina (foto superior) y
a la isoforma D2L del receptor dopaminérgico (foto inferior), pudimos com-
probar que las células que presentaban alteraciones morfologicas, como las
células gigantes o polinucleadas o las estructuras de aspecto sincitial, que
hemos descrito al hablar de la reactividad a la isoforma D2L, fueron también

células reactivas a prolactina.
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Demostracion inmunocitoquimica de la coexis-
tencia de positividad para la prolactina y la aroma-

tasa en los prolactinomas.

Las microgafias de la pagina adjunta muestran dos prolatinomas esponta-

neos de rata vieja.

Las imagenes de la columna de la izquierda muestran la positividad a la

positividad a prolactina en dos prolactinomas diferentes.

La columna de la derecha muestra como las células glandulares y algunas

células endoteliales del tumor aparecian positivas a la aromatasa P450.

Esta coexistencia se di6 en todos los prolactinomas espontaneos de rata

estudiados en nuestra serie.
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Adenomas espontaneos en ratones knock out y wilde

type.

Las fotografias de la pagina siguiente muestran in situ el aspecto macros-

copico de las hipofisis (flecha), en los tres grupos de ratones estudiados.

Todas estan obtenidas a partir de ratones hembras de 20 meses de edad.

La imagen superior corresponde a un raton WT para receptor dopaminér-
gico D2 y aromatasa en la que se aprecia claramente la presencia de un ade-
noma hipofisario de tipo hemorragico (fecha) que en el analisis postmortem

resulto ser un prolactinoma.

La imagen del medio corresponde a un raton ko para receptor dopaminér-
gico D2 en la que se aprecia claramente la presencia de un adenoma hipofisa-
rio de tipo hemorragico (flecha) que en el analisis postmortem resultd ser un

prolactinoma.

La imagen inferior corresponde a un raton ko para aromatasa p450, en la
que se aprecia un aspecto normal de la hipdfisis (flecha) sin que se desarrolla-
ra un adenoma. El analisis postmortem demostré que no existian macro o mi-

croadenomas.
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Prevalencia de los adenomas en ratones.

El estudio de la prevalencia de los adenomas se desarrolld a partir de 180
ratones, 90 por sexo, de los que 30 fueron wilde type, 30 fueron ko para aro-
matasa y 30 fueron ko para receptor dopaminérgico D2. Cada subgrupo de 30
ratones fue sacrificado a un periodo de tiempo determinado, a partir de los 12
meses de edad, cada 2 meses, hasta los 24 meses. Los lotes por tiempos esta-

ban formados por 5 ratones por sexo para cada subgrupo.

Los 10 ratones (5 machos y 5 hembras) ko para receptor dopaminérgico D2
que se dejaron evolucionar hasta 24 meses murieron por causas naturales en-
tre los 22 y los 24 meses, por lo que no se pudo constatar la presencia de ade-

nomas en este grupo de animales.

Como muestra la grafica, los ratones ko para receptor dopaminérgico D2
comenzaron a desarrollar adenomas a partir de los 12 meses de edad. A partir

de los 18 meses la mitad de los ratones desarrollaron un adenoma hipofisario.

Los ratones wt comenzaron a desarrollar adenomas a partir de los 14 me-
ses. De forma creciente el porcentaje de ratones que desarrollaban adenomas
fue creciendo segin aumentaba la edad del animal. La mayor incidencia de
adenomas se dio en las hembras ya que el niumero de adenomas fue el doble
que en los machos. Los prolactinomas supusieron el 59% de los adenomas ob-

servados en estos animales.

Los ratones ko para aromatasa no desarrollaron adenomas, a excepcion de
un raton macho de 24 meses de edad que desarrollé un adenoma corticotropo

originado a partir de la pars intermedia de la hipofisis.
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Prevalencia de los prolactinomas en ratones

El estudio de la prevalencia de los prolactinomas se desarroll6 a partir de

los mismos animales que para el analisis de la prevalencia de los adenomas

Como muestra la grafica, los ratones ko para receptor dopaminérgico D2
comenzaron a desarrollar prolactinomas a partir de los 12 meses de edad. A
partir de los 18 meses la mitad de los ratones desarrollaron un adenoma hipo-
fisario. Como puede comprobarse al comparar la prevalencia de los adenomas
con la de los prolactinomas, la mayoria de los adenomas desarrollados en es-

tos animales, fueron prolactinomas.

Los ratones wt comenzaron a desarrollar prolactinomas a partir de los 14
meses. De forma creciente el porcentaje de ratones que desarrollaban prolac-
tinomas fue creciendo segin aumentaba la edad del animal, principalmente a
partir de los 20 meses de edad. A partir de esta edad, la mayoria e los ade-

nomas desarrollados fueron prolactinomas.

Los ratones ko para aromatasa nunca desarrollaron prolactinomas.
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Adenomas humanos.

Prolactinomas

El 55% de los adenomas humanos estudiados fueron prolactinomas lo cual
se constatd por presentar niveles séricos de prolactina superiores a 300ng/mL
e inmunocitoquimicamente por presentar casi la totalidad de las células glan-

dulares positivas a la hormona.

En las imagenes adjuntas, se muestran dos de estos tumores con caracte-

risticas histologicas diferentes.

La fotografia superior se corresponde con un tumor sélido en el que se
aprecian dos patrones diferentes de reactividad a prolactina: unas células
aparecen fuertemente reactivas, lo que sugiere que pertenecen al grupo de
células densamente pobladas de granos de secrecion, mientras que la mayoria
de las células son algo mas pequenas y débilmente tenidas, lo que sugiere

que, en su mayoria, son células degranuladas.

La fotografia inferior muestra un tumor hemorragico, desorganizado y con
tractos fibrosos. En este tumor, practicamente la totalidad de las células

glandulares eran positivas a la hormona y aparecieron fuertemente reactivas.
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Positividad a la aromatasa p450 en los prolactinomas

humanos

Todos los prolactinomas humanos estudiados fueron positivos a la aroma-
tasa p450.

Las fotografias de la pagina siguiente demuestran esa positividad.

Aunque los patrones de reaccién variaron de unos tumores a otros, por lo

general casi la totalidad de las células del tumor eran positivas al enzima.

La imagen superior muestra un tumor solido, bien organizado, en el que
todas las células eran positivas al enzima y presentaban un patron de reaccion
citoplasmica muy homogéneo, sin que existieran diferencias entre las células

del tumor.

La imagen superior, pertenece también a un tumor sélido, en el que las
células eran fuertemente positivas al enzima y en el que puede apreciarse
que, ademas de en las células glandulares, también habia positividad a la

aromatasa en las células endoteliales de los vasos sanguineos.
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Positividad a la isoforma D2L del receptor dopamineérgi-

co en los prolactinomas humanos

De todos los prolactinomas, el 98% fueron positivos para la isoforma larga
del receptor dopaminérgico D2. Solamente un prolactinoma de la serie estu-

diada no presento positividad.

En la pagina siguiente se muestran tres prolactinomas después del estudio

inmunocitoquimico de dicha isoforma.

Como puede apreciarse en las imagenes, todas la células glandulares del
tumor eran positivas, de manera que la Unica diferencia observada fue la in-
tensidad de reaccion de unos tumores a otros, pero no el porcentaje de célu-

las afectado.

La reaccion fue citoplasmica, a excepcion de alguna célula aislada, en al-
guno de los tumores que también presentd reaccion nuclear (flecha en la fo-

tografia superior).
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Discusion
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Prolactinomas y Aromatasa.

La biosintesis de estrogenos esta catalizada por un enzima conocido como
aromatasa P450 (Thomson y Siiteri, 1974a; Mendelson y col., 1985; Nakajin y
col., 1986; Kellis y Vickery, 1987). La aromatasa P450 es el producto de la ex-
presion del gen CYP19 (Nelson y col., 1993).

EL CYP 19 es un miembro de la superfamilia de genes P450, formada a su
vez por mas de 300 miembros repartidos en unas 36 familias de genes (Nelson
y col., 1993).

Todos ellos dan lugar a enzimas, caracterizados por catalizar la insercion
de atomos de oxigeno, derivados del oxigeno molecular, dentro de moléculas

organicas para dar lugar a la formacion de grupos hidroxilos.

La familia de proteinas citocromo P450 son monooxigenasas que catalizan
muchas reacciones implicadas en el metabolismo de drogas y la sintesis de co-

lesterol, esteroides y otros lipidos.

En el caso de la aromatasa P450, el oxigeno molecular da lugar a la pérdi-
da del grupo metilo angular C19 del substrato esteroideo para transformarlo
en acido formico a la vez que se produce la aromatizacion del anillo A para
transformarlo en el anillo fendlico A, tipico de los estrogenos (Thompson y Sii-
teri, 1974b).

Los diferentes transcritos de la aromatasa derivados del gen CYP19, deri-
van de la expresion de los 9 exones del gen, comenzando a partir del exoén Il;
mientras que la region 5’ de los transcritos es diferente dependiendo del teji-
do en el que se sintetiza la aromatasa, dependiendo del promotor que actue;
los promotores son diferentes de unos tejidos a otros y son regiones no trasla-
dadas del exdon | (Means y col., 1991; Kilgore y col., 1992; Toda y Shizuta,
1993).
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La sintesis de aromatasa en la placenta esta dirigida por un promotor dis-
tal muy potente el promotor .1 (Means y col., 1991; Jenkins y col., 1993); en
el ovario esta dirigida por el promotor II; mientras que en el tejido adiposo lo
esta por el promotor 1.4 (Meandro y col., 1991, 1993; Harada y col., 1993), y
en el cerebro actlia el promotor 1f, de forma especifica, al menos, en el hipo-

talamo y la amigdala (Honda y col., 1994).

Aunque los transcritos en los diferentes tejidos presentan un terminal 5’
diferentes, al no ser trasladados, la proteina final resultante es siempre la

misma, independientemente del lugar de produccion.

Aunque, la trascripcion 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. No obstante,
como ya hemos comentado antes, la proteina resultante de ambos transcritos

es idéntica.

El exon | presenta un elemento de respuesta a glucocorticoides (también
puede ser para los androgenos), un lugar Sp1 de unidén, un lugar de activacion

para interferon-g, el elemento GAS y un receptor soluble para interleucina-6.

La estimulacion de las células por factores como IL-6, IL-11 y oncostatina-
M, en presencia de glucocorticoides, da lugar a la fosforilacion de residuos de
tirosina en Jak1y a la fosforilacion de STAT3 que se une al elemento GAS del

promotor (Zhao y col., 1995).

La trascripcion 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
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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 AGCCAAGGGCAACAGATCAGTAAAGAACGTGGTCAGAGTAGAACCCCTGAAGTATTTTIT
2761 AATCCTACCTCAAAATTTAACAGTTACCTGAGAGATTTAACATTATCTAGTTCATTGAAT
2821 CATTGTATGTGGTCATGGATAAATTGCACACCTTGGAATTCGCTTTCTAAAGGAAATCAA
2881 ATGAATGGAGGAACTTTCCAAACACCACTTTACTTGTGTTATATAGCCAATATAACTATC
2941 TCTACTGAATGTCATTGAAAAACTAAAAAATTAAACTTATTTACAAATAGGT

La traslacion 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 ltrenvngci
301 lemliaapdt msvslffmlf liakhpnvee aiikeiqtvi gerdikiddi gklkvmenfi
361 yesmryqpvv dlvmrkaled dvidgypvkk gtniilnigr mhrleffpkp neftlenfak
421 nvpyryfqpf gfgprgcagk yiamvmmbkai lvtllrrfhv ktlggqcves igkihdlslh
481 pdetknmlem iftprnsdrc leh

(PubMed-Protein, n° de acceso: NPO0O0094)

Los residuos 48-485 son los que la definen como una proteina pertenecien-

te a la familia del citocromo P450, y el residuo 437 es el “heme binding site”.

En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio habiamos demos-
trado la existencia de la Aromatasa en la hipdfisis 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
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necesidad de validar si resultados semejantes se daban en la especie humana
y la relevancia que la produccion local de estradiol pudiera tener para el de-

sarrollo de los prolactinomas espontaneos.

Se ha demostrado, en roedores, que los adenomas hipofisarios esponta-
neos 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 prolacti-
nomas 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 manipulacidon 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 estrogenos y los antagonistas dopami-
nérgicos se sumen sinérgicamente para inducir dicha proliferacion y, 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 inestiga-
cion, se ha demostrado que la hipofisis 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 continud con un analisis realizado con inmunohistoquimi-
ca, hibridacion in situ y western blotting, sobre la expresion hipofisaria de la
aromatasa. Con un anticuerpo altamente especifico para la aromatasa de rata
se demostro que ademas del dimorfismo sexual observado en la rata adulta,
existe una expresion diferencial dependiendo de la edad del animal: Prena-
talmente, su expresion comienza en el dia 17 del desarrollo, se mantiene en
etapas postnatales tempranas, expresandose igual en machos que en hem-
bras. 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).
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Ademas, se comprobod que las hipofisis no tumorales de ratas viejas no ex-
presan el enzima, mientras que un porcentaje muy alto de los adenomas es-
pontaneos que aparecen en estos animales si lo expresan, lo que sugiere que
dicha expresion podria guardar estrecha relacion con el tumor. Asi, de una se-
rie de 105 adenomas espontaneos de hipofisis de rata, el 66%, fueron inmuno-
rreactivos a la aromatasa, sin que ello guardara relacién con el tipo anatomo-

patoldgico del adenoma.

Considerando solo los prolactinomas (adenomas productores de prolacti-
na), el 86.67% presentaron reaccion a la aromatasa, llamando la atencion que
el 100% de los prolactinomas puros (adenomas que solo producen prolactina)
fueron aromatasa positivos, mientras que soélo el 60% de los multiples (adeno-
mas que producen prolactina y otras hormonas) expresaron el enzima (Carre-
teroy col., 2002).

Estos ultimos hallazgos sugerian que la produccién local de estradiol a
partir de testosterona, por actuacion de la Aromatasa, podria estar implicada

en la génesis de dichos tumores.

Nuestro trabajo corrobora resultados anteriores demostrando la pre-
sencia de la aromatasa en los prolactinomas espontdneos humanos y

murinos.

Por lo que la Aromatasa P450, metabolizando la Testosterona a Estra-

diol, estaria implicada en la génesis y desarrollo de los prolactinomas.

Prolactinomas y Receptor dopaminérgico D2L.

La dopamina es el neurotransmisor hipotalamico de mayor relevancia en
la inhibicion de la secrecion de prolactina desde las células hipofisarias. Este
efecto inhibidor lo realiza a través de su union a receptores dopaminérgicos
tipo D2 (Picetti y col., 1997; Missale y col., 1998).
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El subtipo de receptor dopaminérgico D2 pertenece a una familia de re-

ceptores acoplados a dominios transmembrana de proteinas G.

El estudio de ratones knock-out para este tipo de receptores permitio
comprobar la presencia de un aumento en la expresion de prolactina y un de-

sarrollo anormal de la hipofisis (Baik y col., 1995; Kelly y col., 1997).

Habiéndose comprobado que los efectos antiproliferativos y apoptoticos
de los agonistas dopaminérgicos sobre lineas celulares tumorales hipofisarias

son desarrollados a través de los receptores D2 (Jiy col., 2003).

Existen dos isoformas del receptor dopaminérgico D2 (Bunzow y colo.,
1988; Giros y col., 1989; Dal Toso y col., 1989), codificadas por el mismo gen,
que se generan por la trascripcion alternativa del exén 6 de dicho gen. Una
isoforma larga D2L, de 444 aminoacidos, y otra corta D2S, de 415 aminoaci-

dos; de las dos, la mas abundante es la D2L (Montmayeur y col., 1991).

Ambas isoformas muestran caracteristicas farmacologicas semejantes y se
expresan en el mismo tipo de células, aunque, como ya hemos comentado, la

cantidad de la forma D2L suele ser mayor que la de la D2S.

Las diferencias ente ambas isoformas se localizan en la longitud de la ter-
cera asa intracelular, que presenta 29 aminoacidos mas en la forma D2L que

en la forma D2S del receptor.

Dicho asa se localiza en el citoplasma celular y esta relacionada con el
acoplamiento a proteinas G (Guivarc’h y col., 1998), provocando una disminu-
cion de los contenidos intracelulares de cAMP (Montmayeur y Borrelli, 1991;

Montmayuer y col., 1993).

Las dos isoformas podrian actuar con proteinas G diferentes, particular-
mente sobre la proteinas tipo Gi iniciando diferentes rutas de senal intracelu-
lar (Guiramand y col., 1995; Choi y col., 1999; Usiello y col., 2000).

La activacion de receptores ligados a proteinas G provoca la disociacion

de las subunidades Ga y Gy, que se unen a diferentes efectores celulares.
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En las células de prolactina, la activacion del receptor D2 da lugar a la in-
hibicion de los aumentos del cAMP inducidos por VIP a través de proteinas Gi
(Senogles, 1994; Liu y col., 1994, 1999). Abre los canales de potasio, a través
de la proteina Gi3, a la vez que cierra los canales de calcio, a través de la
proteina Go (Lledoy col., 1992; Aertschi y col., 1992; Liu y col., 1994, 1999).

La activacion de la isoforma D2S abre los canales de potasio, bloquea los
canales de calcio, inhibe la produccién de cAMP e inhibe la activacion de las
MAPK (Albert y col., 1990; Vallar y col., 1990; Elsholtz y col., 1991; Liu y col.,
1994, 1999; Senogles, 1994; Ohmichi y col., 1994; Chupruny col., 1997).

Se ha comprobado que los efectos inhibidores de la secrecion estimulada
de prolactina mediante la activacion de los canales de calcio, desarrollada por
la dopamina sobre el receptor D2S, es mas dependiente de Go que de Gi;
mientras que la ejercida sobre la secrecion estimulada por TRH depende de
Gi3.

La inhibicion mediada a través de la isoforma D2L requiere a la proteina
Go, pero no a la proteina Gi2. Los efectos inhibidores sobre la sintesis de DNA
se desarrollan a través de las proteinas Gi/Go para la isoforma D2S y, a través
de las proteina Gi2 para la isoforma D2L (Albert, 2002).

En las células de prolactina, se producen ambas isoformas en cantidades

semejantes (Oomizu y col., 2003).

Por lo tanto, la cantidad total de mRNA o de proteina no se modifica, sino
que los cambios acontecen en las cantidades relativas de cada isoforma (Gui-
varc’h y col., 1998).

En nuestro estudio, hemos demostrado que la isoforma D2L del recep-
tor dopaminérgico estaba presente en la casi totalidad de los tumores,
de forma que solo un prolactinoma de nuestra serie no presento el re-
ceptor; y que dicho receptor se localizaba preferentemente en el cito-
plasma de las células glandulares del prolactinoma. Lo que confirma

plenamente que las células glandulares del prolactinoma presentan es-
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ta isoforma y que existe el lugar de unidn para la dopamina y sus ago-

nistas.

Los estrogenos afectan a la cantidad de proteinas G, de manera que dis-

minuyen la expresion de Gia3/Gao (Livingstone y col., 1998), lo que podria

guardar relacion con la inhibicion estrogénica de la inhibicién dopaminérgica.

Ya hemos comentado con anterioridad en este capitulo la relevancia de
que todos los prolactinomas sean tumores positivos a la aromatasa
p450, lo que sugiere que la aromatizacion local de la testosterona a
estradiol pueda estar implicada como un fenémeno paracrino que favo-
rezca el desarrollo del tumor. Esto supone que en las células glandula-
res de los prolactinomas existe un gradiente elevado de estrégenos que

podria disminuir la expresion de las proteinas G antes mencionadas.

Bajo el efecto activador estrogénico, la isoforma D2L aumenta considera-

blemente desapareciendo practicamente la forma D2S (Oomizu y col., 2003).

Ademas, en adenomas hipofisarios no funcionantes, en la especie humana,

se ha demostrado que la presencia de la isoforma D2S es mas eficaz en la res-

puesta a cabergolina que la presencia de la isoforma D2L (Pivonello y col.,

2004),

lo que sugiere que éste podria se otro mecanismo a través del cual los

estrogenos podrian bloquear la inhibicion dopaminérgica del desarrollo de los

prolactinomas.
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La alta densidad de células positivas a la isoforma D2L del receptor
dopaminérgico detectada en nuestro estudio, quizds provocada por un
aumento en los niveles locales de estradiol por actuacion de la aroma-
tasa p450 podria justificar el claro desarrollo de estos tumores. Esta
idea se deduce del hecho demostrado en nuestro estudio de la coexis-
tencia de aromatasa y la isoforma D2L del receptor en la casi totalidad
de las células glandulares de los prolactinomas. Nuestros resultados
sugieren que un aumento en los niveles locales de estradiol por actua-
cion de la aromatasa provocan un predominio de la isoforma D2L que

responderia con menor afinidad a la accién inhibidora de la dopamina,
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de forma que el bloqueo de la inhibicion dopaminérgica se sumaria a la
accion estimulantes estrogénica para el desarrollo de los prolactino-

mas.

Si ello fuera asi, el papel de la aromatasa p450 seria preponderante
sobre el papel del fallo dopaminérgico ya que éste dependeria del pri-

mero.

En los prolactinomas, el factor de crecimiento nervioso regula la expre-
sion del receptor D2 a través de la activacion del factor nuclear kB mediada

5NGFR (

por p7 Fiorentini y col., 2002).

Aunque, la cabergolina se muestra como un farmaco eficaz y bien tolera-
do para el tratamiento de la hiperprolactinemia y los sintomas asociados a los
prolactinomas humanos (Bolko y col., 2003), no esta bien comprobado que

ello suponga la desaparicion del tumor (Coalo y col., 2003).

In vitro, se ha comprobado que los cambios en la isoforma del receptor D2
con predominancia de la isoforma D2L inducida por etanol, disminuye sensi-
blemente la capacidad de los agonistas dopaminérgicos, como bromocriptina,

para desarrollar su accion inhibidora sobre prolactina (Oomizu y col., 2003).

Empleando ratones transgénicos se ha descrito que la isoforma D2S esta
mas implicada en la regulacion de la sintesis de prolactina y del nimero de
células de prolactina; mientras que la isoforma D2L lo estaria en el control de

la regulacion de la liberacién hormonal.

El hecho de que persista en tan alta cantidad la inmunorreactividad a
la isoforma D2L del receptor dopaminérgico como hemos podido obser-
var en nuestro estudio y que la capacidad de los agonistas dopaminér-
gicos y de la propia dopamina disminuya de forma importante en rela-
cion con esta isoforma a la hora de inhibir la prolactina podria indicar
que una preponderancia de la isoforma D2L sobre la D2S pueda favore-

cer la actuacion de otros factores para el desarrollo de los prolactino-
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mas, por desarrollar un menor control sobre la citologia lactotropa de
la hipdfisis.

Los ratones knock-out para receptor D2 desarrollan prolactinomas; sin
embargo, estos adenomas se desarrollan tardiamente: entre 14y 18 meses en
las hembras y entre 18 y 21 meses en los machos (Asa y col., 1999), lo que su-

giere que otros factores podrian estar implicados en la génesis del tumor.

Nuestros resultados en ratones ko para el receptor D2 demuestran re-
sultados parecidos a los observados por el grupo de Asa, aunque el por-
centaje de prolactinomas es mayor en estos animales que en los wilde
type. Entre los otros posibles factores implicados, indudablemente,
parecen estar los estrégenos producidos localmente en la hipofisis, ya
que los animales ko para aromatasa nunca desarrollaron prolactino-
mas. Este hallazgo sugiere que la produccion local de estradiol parece
ser mds relevante en el desarrollo del adenoma que el fallo en la in-
hibicion dopaminérgica.

Algunos autores sugieren la existencia de una dependencia gonadal, al
menos en las hembras, ya que los estrogenos, dependiendo de la cepa animal,
podrian ser alguno de los factores implicados (Hentges y Low, 2002). El trata-
miento con estrogenos a ratones “wilde type” induce un aumento de la iso-

forma D2S (lacarino y col., 2002).

Nuestros resultados y otros desarrollados en nuestro laboratorio, po-
nen en evidencia que en los prolactinomas espontdneos siempre hay
aromatasa y receptor estrogénico ay que la inmunorreactividad en los
tumores a ambos se correlaciona bien con un aumento del coactivador
de receptor estrogénico AlB-1 (Herndndez, 2009), un alto grado de pro-
liferacion detectado con el marcaje a PCNA y un escaso indice apopto-
tico determinado con el marcaje a caspasa 3 activa (Larrinaga, 2009).
Todo ello analizado en su conjunto sugiere que la aromatizacion de an-
drogenos a estrogenos estd implicada en el desarrollo de los prolacti-

nomas. Este efecto local se acompana, como se observa en nuestro es-
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tudio de un importante marcaje para la isoforma D2L. Estos resultados
si se contrastan con los del grupo de lacarino, sugieren que existe una
respuesta anomala en la hipofisis ante el aumento de estradiol local-
mente y en vez de inducirse la formacion de la isoforma D2S, que in-
hibiria la proliferacion celular, se induce la formacion de la isoforma
D2L.

La resistencia en los prolactinomas, definida como el fallo en la normali-
zacion de los niveles séricos de prolactina y la reduccion del tamaio del tu-
mor a menos del 50% de su tamano es variable dependiendo del agonista do-
paminérgico empleado, oscilando su frecuencia de aparicion entre el 10 y el
24% de los tumores. Este hecho se ha asociado a un descenso en el nimero de
receptores D2 (Pellegrini y col., 1989), pero no en su afinidad o capacidad de
actuacion (Caccavelli y col., 1994), asociado a un descenso en la expresion de

la proteina Ga (Caccavelli y col., 1994).

Nuestro estudio parece sugerir que efectivamente, considerado de

forma global, el receptor dopaminérgico no desaparece en los prolac-
tinomas espontdneos. Por otro lado, el descenso de la proteina Ga po-
dria guardar relacion con un exceso de produccion local de estrogenos

catalizado a través de la aromatasa p450.
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Conclusiones
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Tras desarrollar el diseno experimental previamente disenado y analizar
inmunocitoquimicamente los adenomas hipofisarios en ratas viejas, en ratones
knock out para aroamatasa y receptor dopaminérgico D2, y en hpéfisis huma-
nas, comparando nuestros resultados obtenidos con los datos existentes en la

literatura, hemos llegado a las siguientes conclusiones:

1. En primer lugar, creemos haber alcanzado el objetivo de inicia-
cion en las tareas investigadoras, que nos habiamos propuesto

como paso inicial para el desarrollo del trabajo de Tesis Doctoral.

2. La aromatasa P450 parece directamente implicada en la génesis
de los prolactinomas murinos y humanos, como sugieren nuestros
resultados, ya que todos los prolactinomas estudiados humanos o
de rata fueron positivos al enzima y los ratones knock out para el

enzima nunca desarrollaron prolactinomas.

3. La participacion de la inhibicion dopaminérgica en impedir la gé-
nesis de los prolactinomas es evidente, como se deriva de los re-
sultados obtenidos en ratones knock out para el recptor D2 estu-
diados en esta Tesis Doctoral. Estos resultados confiman los

hallazgos descritos por otros autores previamente.

4. En los prolactinomas espontaneos obtenidos en ratas y en huma-
nos la isoforma D2L del receptor dopaminérgico D2 esta hiperex-
presada y coexiste en las células hipofisarias con la localizacion

de las células de prolactina y de aromatasa. Lo que sugiere que la
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posible aromatizacion de la testosterona a estradiol no impide la

expresion del receptor dopaminérgico D2L.

5. Estos resultados sugieren que la presencia de esta isoforma del
receptor podria estar implicada en un descenso del control inhibi-
dor dopaminérgico del nimero de células hipofisarias productoras
de prolactina, que podria ser desarrollada a través de la isoforma

D2S del mismo receptor.

6. Analizados conjuntamente, de nuestros resultados parece dedu-
cirse que es mas importante la produccion local de estradiol de-
pendiente de la actuacion de la aromatasa P450 que un déficit en
la inhibicion dopaminérgica, para el desarrollo de los prolactino-

mas en rata, ratéon y humanos.

Sonia Gutiérrez
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