Universidad de Salamanca
Facultad de Medicina
Departamento de Anatomia e Histologia Humanas
Laboratorio de Neuroendocrinologia del INCyL

Analisis de las Células de Prolactina
(Proliferacion y Apoptosis) en
Ratones Trasgénicos (Knock Out) para
la Aromatasa P450.

David Prieto Ruiz

Salamanca, 2015






José CARRETERO GONZALEZ, Catedratico de Embriologia y Anatomia Humana, como
director del presente trabajo de Tesis Doctoral,

HACE CONSTAR:

Que D. David PRIETO RUIZ ha realizado el trabajo "ANALISIS DE LAS CELULAS DE PRO-
LACTINA (PROLIFERACION Y APOPTOSIS) EN RATONES TRASGENICOS (KNOCK OUT)
PARA LA AROMATASA P450" en el laboratorio de Neuroendocrinologia del Instituto
de Neurociencias de Castilla y Ledn, con financiacidn publica competitiva del Instituto
de Salud Carlos lll.

Que a nuestro juicio, el trabajo reune los requisitos de originalidad, dedicacidon vy la-
bor investigadora; asi como de formacidn investigadora de su autor, que pueden ser
exigibles a un trabajo de Tesis Doctoral.

Igualmente reune todos los requisitos legales en la manipulacién de animales.

Por todo ello, da el visto bueno para la presentacion del trabajo para su defensa y
lectura.

En Salamanca a 8 de febrero de 2015.

José Carretero






Indice

oo Lol PP PPPPPP 5

[ 40] (o T={o T UPPPPPRRRRNt 9
JAY e { g Lo LYol 0 0 1] 01 {0 U UURPPRRt 13
T} oo [UToloi o] o FO PP PPPPP 17
o] =Tt i o - R PP PPPPRPIN 19

El gen de prolactina y su promotor.......cccceeeiiiiiiii e, 20
Células hipofisarias productoras de prolactina..........cccccuvvvvveereiieeieeieeeeeeeeeeeeeeee, 24
EStrogenos y Prolactina ... 30
Hipotesis y Objetivos del EStUAIO.........oooeiieiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeceecc e 33
ANTECEABNTES .oeiiiiiieeiieeeee e e e e s e st e e e e e s s s bbb e e e e e e s e ennberaeees 35
(0] o141V o 1o (<] =T (U T [ To TR 37
Siendo los objetivos especificos de este trabajo: ......cooeeeeeeiieeiiiiicciiic, 37
Materiales y Métodos EMpPleados .........uueeiiiiiiiiiiiiiiiieieeiiieeeee e 39
Animales empleados para el estudio experimental ............cooeeieiiiiiiiiiiiiiiiiiins 41
(O] o 1] o =Y L= PP 41
Extraccion, aislamiento y purificacion del DNA.........oovvvvveeeeeeeiiiiieeeeeee, 42
Amplificacion del DNA purificado, PCR. .....oovvvviiiiieiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 42
Sacrificio de los animales, Extraccidon y Procesado de las muestras...........ccccuuu..... 43
INMUNOCIEOQUITMICA. ..ciieeeieeiiiiieee et e e e e e e e e e et re e e e e e e eeeeeasssbaaeeeeeeaeesennes 44
Marcaje simple para prolacting. ... 44
Marcaje doble para PCNA Y prolacting. ........ceeeeieiniiiiiiieieei e 45
Controles de las reacciones inmuNOCItOqQUIMICAS. ........uuvvrrriviriiiieerieeeeeeeeeeeeeeeeeee. 46
ESTtUdio de [aS MUESTIAS. ....eeiiiiiiiiiee et s 46

1 oY (o] 4o T=] A o - TR PP PRI 46
Andlisis morfométrico de los cortes histoldgicos..........cooeeeeeeeeeeeiceeeccccinns 47
Analisis planimétrico, cuantificacion celular.........cccooeeeeeiiiiiieeecceee e, 47
Analisis Estadistico de 10S resultados. .......ooovviiiiiiiiiiiiiieiiee e 47
LT U] L - o [ 1 PP PPPPPR 49



Células positivas @ Prolacting. .......ccceeeeeiieeeeeiiicccee e 51

DI gl oTUTel o] o I¥=T=Y o =] - | U UURRPRR 51
Células positivas a Prolactina en las hembras de 22 meses de edad. .................. 51
Células positivas a Prolactina en los machos de 22 meses de edad. ................... 52
Analisis Planimétrico de las Células de Prolactina......cccccoeevviiiiiiiiiiiccciiieceeee e 54

Porcentaje de poblacidon celular hipofisaria correspondiente a las células de
prolactina en hembras wild type y knock out para aromatasa.........cccccvvvvvnnnnnnn. 54

Densidad numérica de poblacién celular hipofisaria correspondiente a las células
de prolactina en hembras wild type y knock out para aromatasa............cccce..... 54

Porcentaje de poblacién celular hipofisaria correspondiente a las células de

prolactina en machos wild type y knock out para aromatasa. ..............cccene... 56
Densidad numérica de poblacién celular hipofisaria correspondiente a las células
de prolactina en machos wild type y knock out para aromatasa...........cccccvvvvnnees 56
Andlisis Morfométrico de las Células de Prolactina...........ccoeeeeeieeieicicccccccininns 58

Areas celular y nuclear de células de prolactina en hembras wild type y knock
(o]0 o | = I 1 o] 1 =L = 1Y DR 58

Areas celular y nuclear de células de prolactina en machos wild type y knock

oIV o | &= I T (] 1 1= 1 = 1T PP 59
Proliferacion CEIUIAT .....ooi e e s 60
Células de prolactina en proliferacidn, positivas a prolactinay PCNA................. 60
HEMDIAS. oottt st e s et e e s e areeee s 60
IMLACKRI0S. ..ttt ettt et e e s e e e e tb e e e e areeee s 62
Andlisis Morfoldgico de las Células de Prolactina........ccooeeeeeeiiiiiiiiiccciiiinnnnnns 64

Células de prolactina en la region dorsal tuberal de la hipdéfisis de hembras...... 64

Células de prolactina en la region dorsal de la hipdfisis de hembras. ................. 68
Células de prolactina en la region lateral de |a hipodfisis de hembras................... 72
Células de prolactina en la region polar de la hipdfisis de hembras.................... 76

Células de prolactina en la region ventral lateral de la hipofisis de hembras...... 80
Células de prolactina en la region ventral medial de la hipodfisis de hembras ..... 84

Células de prolactina en la region medial préxima a la pars intermedia de la
hipofisis de NEMDIAS......coiiieeeeeee s 88

Células de prolactina en la region dorsal infracavitaria de la hipdfisis de hembras.... 92

Células de prolactina en la regién central medial de la hipofisis de hembras wild



Células de prolactina en la regidn central lateral de la hipdéfisis de hembras wild

1187 01PN 100
Analisis Morfoldgico de las Células de Prolactina.........cccccceeeinnnnnnnnninnenniiiienennnns 104
Células de prolactina en la region dorsal tuberal de la hipéfisis de machos...... 104
Células de prolactina en la region dorsal de la hipdfisis de machos.................. 108
Células de prolactina en la region lateral de la hipdfisis de machos.................. 112
Células de prolactina en la regidon polar de la hipdéfisis de machos.................... 116
Células de prolactina en la region ventral lateral de la hipéfisis de machos ..... 120
Células de prolactina en la region ventral medial de la hipofisis de machos..... 124

Células de prolactina en la regién medial proxima a la pars intermedia de la

hipdfisis de hembras Wild type ..., 128
Células de prolactina en la regidn dorsal infracavitaria de la hipofisis de hembras
VYT o I Y7o T 132
Células de prolactina en la region central medial de la hipdfisis de machos..... 136
Células de prolactina en la region central lateral de la hipéfisis de machos...... 140

DR oINS [ ] o P PP PPTOPPPRRR 145
Comentarios sobre la Metodologia empleada. ..........oooevviiiiiiieeeieieeeeeeecccee e, 147
INMUNOCIEOQUIMMICA. ..ceieeeiiiiiieiee et e e e e e e et e e e e e e e eeeeeessaaaaeeeeeeaeeeens 147
Morfometria y Planimetria. ........eeeeeii i 148

Los ratones knock out para la aromatasa (ArKO). .....cccuveeeeeeeeeiiiiieeeee e, 150
Comentarios sobre los resultados obtenidos. .........ccceeeeriiiieiiniiieeeeriee e 152
Ausencia de la aromatasa P450 y génesis de adenomas hipofisarios................ 152
Prolactinomas Y Aromatasa. ......ceeeeeviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeicee e e e e e e e e e rar e e e e e aeeeees 155
Prolacting Y ArOmMaAtasa. . ...ceeeeeeieiieieeiiiiiiee e e e e eeee et ere e e e e e e e e e eeaabb e e eeeeeeaeenees 159
Apoptosis de las células positivas a Prolactina..........ccceeeeeeeeeiiiieeeeiiiccieeeeeeeees 164
Proliferacion de las células positivas a Prolactina.........ccceeevvvvvicieeeeeeeeeeeeeeennnne, 166

(60 [ol [V o o [ O PUTPP PSP 169
Referencias BibliografiCas .......uiiiiiiiiiiiiiiee e 173






Prélogo






Algo muy conocido por todos los que de una u
otra manera trabajan en el sistema endocrino y
por los médicos en general, es que la hipdfisis
recibe también el nombre de glandula pituita-
ria, que a diferencia del de hipdfisis, es el
término anatdmico mundialmente aceptado.

Este nombre le viene de antiguo, ya Vesalio
(1543) en su “De Humani Corporis Fabrica”
utiliza dicho término para referirse a una
glandula situada en la silla turca de la base del craneo, unida por un fino pediculo o
tallo a la cara basal del cerebro.

En este mismo libro, Vesalio describe
como “cerebro pituitam” a lo que hoy
conocemos como liquido céfalo-
raquideo, y cdmo la “pituita cerebral”,
a través de la “pituitaria”, se dirigia
hacia las fosas nasales para su libera-
cioén.

Este concepto, fisiolégicamente erro-
neo, pero delicada y hermosamente
descrito por Vesalio, dio nombre a la
glandula pituitaria e incluso a la mu-
cosa nasal también conocida como
pituitaria.

Desde entonces hasta el presente los
conocimientos sobre la hipdfisis y su
patologia han variado de forma infini-
ta, siendo tres los hitos fundamenta-
les en este progreso que, por orden
cronolégico de aparicién, han sido: la purificacidon y determinacidon de las hormonas,
la capacidad de estudiar la hipdéfisis con inmunocitoquimica y microscopia electréni-
ca, y el desarrollo de las técnicas de biologia molecular.

! Nota: Las imégenes del libro “De Humani Corporis Fabrica” se han tomado, con los pertinentes permisos, del original
que se encuentra en la Biblioteca Histodrica de la Universidad de Salamanca.
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En este estudio, que sirve como trabajo de Tesis Doctoral, se combinan el empleo de
técnicas inmunocitoquimicas (completadas con estudios de cuantificaciéon morfolégi-
ca) con técnicas de biologia molecular para obtener animales knock out, lo que con-
lleva un analisis profundo e interesante de la regulacién de una de las poblaciones
celulares de la hipdéfisis mas excitantes a estudiar.

La combinacién de técnicas permite a don David llegar a conclusiones muy interesan-
tes sobre la regulacidon de las células hipofisarias productoras de prolactina, y de
codmo un enzima clave en la esteroidogénesis, la aromatasa P450, participa en el de-
sarrollo de los prolactinomas.

El enzima clave en la biosintesis de estrégenos es la aromatasa P450, que transforma
los andrégenos aromatizables (como la testosterona) en estrégenos. Puesto que la
secrecion hipofisaria de prolactina se ve afectada por la actuacion de los esteroides
gonadales, la posibilidad de que la glandula produzca aromatasa y que esta desarrolle
su actuacion a nivel local podria ser especialmente relevante, mas aun en aquellos
aspectos relacionados con el mantenimiento de la poblacién celular. Ya que los
estrogenos tienen un importante papel en la génesis de prolactinomas, la transfor-
macion local de andrégenos a estrégenos una vez desregulada, podria ser un meca-
nismo patogénico en el desarrollo de estos tumores.

Para profundizar en el papel que podria tener la aromatasa en la modulacién de la
funcién hipofisaria, en el presente trabajo se ha empleado el modelo experimental
proporcionado por los ratones knock out para aromatasa (ArKO). Estos animales se
obtienen mediante una disrupcion selectiva del gen CYP19, que codifica dicho enzi-
ma. El desarrollo de este modelo de insuficiencia de estrégenos es ideal para investi-
gar el papel de estas hormonas.

Esta Tesis es el fruto de la ilusién personal por culminar un trabajo de investigacion
novedoso en el campo de la Endocrinologia. Ilusién impulsada por Soledad, tia del
autor del trabajo, antafio oficial de laboratorio en el Departamento de Anatomia de la
Universidad de Salamanca y Auxiliar en el Servicio de Microscopia Electrénica del
Hospital Clinico Universitario de Salamanca. Su carifio (hacia el doctorando, hacia el
qgue escribe esas letras, y hacia el departamento) ha sido crucial para que se diera el
empuje necesario para que este estudio se haya culminado.

Ha sido un inmenso placer para mi prologar este trabajo de investigacion.

José Carretero-Gonzalez

Catedratico de Universidad de Embriologia y Anatomia Humana.

Director del trabajo
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Introduccion






Prolactina

La Prolactina (prolactina) es una hormona peptidica segregada por las células lac-
totropas de la adenohipdfisis que fue descrita a finales de los aflos 20 y principios
de los 30 por varios grupos de estudio como una hormona hipofisaria diferenciada
de las ya conocidas hormonas del Crecimiento (GH) y Sustancias Estimuladoras
Gonadales (FSH y LH) y capaz de inducir la secrecién lactea (Riddle y Braucher,
1931; Riddle y col., 1932; 1933).

En los primeros estudios experimentales se comprueba que dichos extractos hipofi-
sarios estimulan la secrecidon de leche en cobayas y de una sustancia similar en pi-
chones y palomas (Riddle y col., 1935; Nicoll, 1967).

Pero no sera hasta 1970 cuando se logre aislar la prolactina de la GH en humanos,
llegdndose incluso a dudar de la existencia de la primera de forma aislada (Fergu-
son y Wallace, 1961). Sin embargo, posteriormente, Frantz y Kleimberg (1970) de-
sarrollaron un proceso in vitro muy sensible, bloqueando las acciones lactotropas
de la GH mediante anticuerpos anti-GH en cultivos de tejido mamario de ratones.
Ello les permitido determinar de forma muy sensible los niveles de prolactina y les
llevd a demostrar la existencia de niveles mensurables de prolactina en mujeres
con galactorrea.

Pocos aios después, todavia en ensayos con pichones, el grupo de Lewis mejord los
procesos de purificacion de prolactina y su separacion de GH mediante varias técni-
cas de separacion secuencial (Sinha y col., 1973), abriendo camino a la utilizacién de
Radioinmunoanalisis (RIA) homdlogo y heterdlogo para la medicién de prolactina en
el suero de individuos normales. A partir de estos procesos de RIA se consigue tam-
bién la secuenciacidon de la prolactina humana (Shome y Parlow, 1977) asi como la
de su cDNA (Cooke y col., 1981). 2

> Tomado de: Prolactin. ME Molitch (2002) en: The Pituitary 22 edicién, S. Melmed ed.; Blackwell Publishing,
Malden, Massachusetts, USA. pp:119-171
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El gen de prolactina y su promotor.

Como proteina que es, la sintesis de prolactina esta codificada genéticamente. En Ia
especie humana, el gen de prolactina se localiza en el cromosoma 6 (Owerbach y
col., 1981) y en la rata en el cromosoma 10 (Cooke y col., 1986).

Tanto en el hombre como en la rata, el gen de la prolactina tiene aproximadamente
10 kb. En su extremo terminal 5’ se encuentra el lugar de iniciacién de la transcrip-
cion y en el extremo 3’ el lugar de adiccidn para el Poli A. Este gen esta formado por
5 exones separados por 4 grandes intrones, A: 1.3 kB; B: 1.5kb; C: 1.9 kb; D: 2.0 kb
(Gaiddon y col., 1999). El exén 1 estd formado por unos 56 pares de bases que codi-
fican una region no transcrita al mMRNA y los 28 primeros aminoacidos del péptido
sefal; el exdn 2 consta de 56 para de bases que codifican el resto del péptido sefal
y otros 120 que codifican los 40 primeros aminoacidos de la secuencia de la prolac-
tina; el exdn 3 codifica del 412 al 762 aminoacidos de la secuencia hormonal; el exén
4 codificard desde el 772 al 1369; por ultimo, el exdn 5 codifica desde el aminoacido
1372 al 1992 en la especie humana (1922 en la rata), presenta el triplete de termi-
nacion TAA vy, ademas, presenta 118 pares de bases de la sefial Poli A AATAAA
(Truong y col., 1984).

Después del procesado intranuclear de los RNA formados a partir de los exones, el
mMRNA resultante es una molécula de 1kb de longitud que codifica a una secuencia
de 227 aminoacidos de los cuales los primeros 28 corresponden a un péptido seial
y los otros 199 constituyen la secuencia estructural de la hormona (Cooke y col.,
1980, 1981; Truong y col., 1984).

Inicio de la
Trascripcion
. ]
GEN THA AATAA
Ex 1 Ex 2 Ex 3 Ex 4 Ex5Y / N/
PROMOTOR " s c -
B4bp .. 176 o 108 5 180 o 30
bp bp bp bp
5 -29 . 3
mRNA ,. 2 7
Reqgidn 5 no Regidn 3" no
trasladada trasladada
Prolactina ss - 85 - s
1411 58 174 191 199
Péptido Prolactina

sefal

Figural. Esquema de la estructura del gen de prolactina, su traslacién al mMRNA y la proteina resultante.
Modificado de Molitch (2002).
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El flanco 5’ del gen es un gen promotor con alta homologia entre humanos, roedores
y bovinos (Camper vy col., 1985; Wolf y col., 1990; Bole-Feysot y col., 1998).

PROMOTOR .
4D 3D 2D 10 4P F 2P 1P
I I TATA
. -1718 -1670 -1636 1586 200 -180 -162 -143 -B2 -8 :
5 1604 1645 1610 1578 -132-115 .29 3
ERE TRE Reqion de respuesta al Calcio
1582 -1GE5 -174 . +38
ABED 1530 AP2 - - Lugar de clivaje por
Reaqion 5' Topoisomerasa
egion -78 -71-B3

Region de respuesta “
a la protein quinasa
-78
-35

Figura2. Esquema de la estructura del promotor 5’ del gen de prolactina.

Modificado de Molitch (2002).

ERE: Elemento de respuesta a estrégenos, TRE: Elemento de respuesta a hormonas tiroideas, *P: lugares proximales de
unién de Pit-1, *D: Lugares distales de unidn de Pit-1.

Existen dos regiones responsables de que la transcripcion de prolactina se dé Unica-
mente a nivel hipofisario y no en otros tejidos. Uno de ellos, distal y situado en los
pares de bases —1720 a —1580 es el responsable del 98% al 99% de esta actividad,
mientras que el otro, proximal y situado en —422 a +33 bp, es responsable del 1% al
2% restante (Nelson y col., 1988; Ingraham y col., 1990).

En el interior de estos elementos hay secuencias de gran importancia, ya que sirven
para el anclaje del activador especifico Pit-1. Existen 4 de estos lugares de anclaje
en la region proximal (denominados P1, P2, P3 y P4) y otros cuatro en la distal (D1,
D2, D3 y D4). Aunque las regiones proximal y distal son capaces de dirigir acciones
celulares especificas del gen prolactina, parecen actuar sinérgicamente (Ingrahamy
col., 1990).

Pit-1 esta constituido por 291 aminodcidos con una masa molecular de 32.9 kDa (In-
graham y col., 1990). El cDNA de Pit-1 humano tiene una homologia del 85% y mas de
un 95% de su secuencia de aminoacidos homaéloga con las secuencias de rata, ratén y
bovinas (Pfaffle y col., 1992; Lew y Elsholtz, 1991). Es parte de la familia de genes del
dominio POU, formado por un dominio POU especifico y un homodominio POU (Li y
col., 1990). Para que haya regulacién, Pit-1 debe estar anclado al promotor.
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El papel activador de Pit-1 en la activacion del gen de prolactina esta modulado o
puede ser modificado por otros factores como TRH, cAMP, EGF (factor de creci-
miento epidérmico) (Elsholtz y col., 1986; Day y Maurer, 1989a) o por los estroge-
nos (Schaufele, 1999).

En la regidn distal del promotor se encuentra el elemento de respuesta a estrégenos,
situado en la regién de —1582 a —1569, a ella se une el complejo estréogeno-receptor
estrogénico necesario para el estimulo de la transcripcion de la molécula de prolacti-
na. Existe un posible segundo elemento de respuesta a estrégenos situado en —1722
a—1709.

El promotor presenta dos areas ligadas a la promocidon de la transcripciéon del gen
de prolactina mediada por hormonas tiroideas. La primera de estas areas se localiza
en —1565 a —1530 y representa un lugar de unién para el complejo hormona tiroi-
dea-receptor de hormona tiroidea (Glass y col., 1988; Day y Maurer, 1989b). Esta
area esta implicada en la estimulacidn de la transcripcidn de prolactina. La segunda
se sitla en —176 a —138 en la que, al contrario que en la anterior, su activacion pro-
duce la inhibicidn indirecta de la transcripcion actuando sobre otras proteinas (Day
y Maurer, 1989b; Stanley, 1989).

En los 174 primeros pares de bases del extremo 5’ reside la capacidad de regular la
transcripcion de prolactina debida a la concentracidn de calcio intracelular (Jackson
y Bancroft, 1988). El calcio juega un papel fundamental en la regulacién de la sinte-
sis y liberacion de prolactina. Sus efectos sobre la transcripcién se llevan a cabo, en
parte, mediante la fosforilacion de topoisomerasa Il que es una protein kinasa de-
pendiente de calmodulina ligada a calcio. El extremo 5’ presenta cuatro regiones
gue reconocen la topoisomerasa I, situadas en +1500 a +1600, -42 a —63, —-1200 a
—1300 y —2900 a —3000 (84). En el promotor existe una regién que constituye un
elemento de respuesta al calcio que queda dentro de los elementos que reconocen
a la toposiomerasa (—42 a —63).

La ruta intracelular del fosfatidil inositol probablemente es la mas relevante en la es-
timulacion de la transcripcion del gen de prolactina y actua a través de un aumento
del calcio intracelular y de la fosforilacion de la protein kinasa C que a través de éste-
res de forbol desencadena la transcripcién del gen actuando la regién reguladora lo-
calizada de —74 a —30 (Elsholtz y col., 1986).

En el promotor hay una region donde se lleva a cabo el fendmeno de “down-
regulation” por glucocorticoides sobre la transcripcion del gen de prolactina en la ra-
ta, localizada entre -200 y +75 (Somasekhar y Gorski, 1988), localizdndose en otros
lugares dependiendo de la especie animal estudiada.

Al parecer este elemento tiene un estimulador de la transcripcién que se anula cuan-
do a él se unen los glucocorticoides (Sakai y col., 1988).

El cAMP es un elemento activador importante en la transcripcion del gen de prolac-
tina. La secuencia que media sus acciones se situa entre =127 y +73 (Keech vy col.,
1989).

22



Su accion se desarrolla a través de diferentes rutas como son a través de eventos de-
pendientes del calcio intracelular (Waterman y col., 1985), activando la unién de AP-2
al promotor en la secuencia que va de —78 a —71 (Cooke y Baxter, 1982; Roesler y col.,
1988; Iverson y col., 1990), por la unién de CREB (proteina de unién al elemento de
respuesta a CAMP) a la secuencia =97 a -84 (lverson y col., 1990), liberando un ele-
mento inhibidor de —127 (Keech y Guitierrez-Hartmann, 1989) o aumentando Pit-1
(Waterman vy col., 1985; Roesler y col., 1988).

Légicamente con un promotor semejante al que acabamos de describir, existen di-
versos factores capaces de regular al gen que codifica la sintesis de prolactina. Al-
gunos son capaces de actuar directamente sobre el gen, otros lo hacen actuando
sobre receptores de membrana y desencadenando rutas de sefial intracelular a
través de cAMP o de fosfatidil inositol o bien aumentando o movilizando el calcio
intracelular.

Entre los primeros estan los estrégenos (Shupnik y col., 1979; Vician y col., 1979;
Maurer, 1982, 1982b; Shull y Gorski, 1984; Carrillo y col., 1987), de interés para este
estudio.

Al margen de pequeias fracciones derivadas del clivaje de la proteina, la prolactina se
presenta como un mondmero, en torno al 80-90% de la hormona extraible, como un
dimero, del 8-20%, o como un polimero, de 1-5% (Suh y Frantz, 1974; Guyda, 1975;
Garnier y col., 1978; Wallis y col., 1980; Whitaker y col., 1984). La polimerizacion se
produce mientras que la hormona estd almacenada en los granos de secrecién madu-
ros de las células de prolactina, por eso cuando hay un estimulo continuado de la li-
beracion hormonal no llega a desarrollarse (Torres y Aoki, 1987).

También hay formas glicosiladas (Lewis y col., 1985) e incluso fosforiladas (Oetting y
col., 1986; Brooks y col., 1990).
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Células hipofisarias productoras de prolactina.

Aunque la prolactina puede producirse en otros lugares del organismo, la fuente
principal de sintesis y liberacion de la hormona es la hipofisis.

La hipdfisis glandular o adenohipéfisis esta formada por un conjunto de células capa-
ces de producir diferentes tipos hormonales en respuesta a factores de regulacion
centrales, hipotalamicos o periféricos. Uno de estos tipos celulares lo constituyen las
células lactotropas o mamotropas, capaces de producir prolactina.

Embriolégicamente la adenohipdfisis es un derivado de la bolsa de Rathke en cuyo
desarrollo y posterior diferenciacidn intervienen diferentes factores de transcripcién
y homeobox.

El listado de dichos factores y de su participacion a lo largo del proceso se recoge
en la figura 1 que resume los resultados obtenidos por diversos autores (Li y col.,
1990; Voss y Rosenfled, 1992; Pfaffle y col., 1992; Radovick y col., 1992; Bach y
col., 1995; Sheng y col., 1996; Treier y Rosenfeld, 1996; Burrows y col., 1996; Sorn-
son y col.,1996; Treier y col., 1998; Dattani y col., 1998; Wu y col., 1998; Cogan y
col., 1998; Gaiddon y col., 1999; Rosenbloom y col., 1999; Schaufele, 1999; Wallis,
2000).

Cuando el engrosamiento de células epibldsticas, también conocidas como ec-
todérmicas primordiales, del techo del estomodeo se hunde por accidon de Rpx se
transforman en células propias de la bolsa de Rathke asi conformada. Cuando estas
células alcanzan el suelo del infundibulo diencefalico, por accion de la proteina mi-
neralizadora del hueso 4 (BMP4) se conforman las células prehipofisarias y ventral a
ellas, el cartilago basiesfenoidal, de esta forma se aisla la bolsa que se transforma
en la vesicula hipofisaria.

En las células prehipofisarias que conforman la vesicula por accién del FGF8, Wnt4 y
Pit-1 se activa c-fos induciéndose la proliferacion celular, principalmente de la pared
ventral de la vesicula. A la vez, desde el infundibulo se estd conformando el futuro
|I6bulo neural de la hipdfisis. De esta manera se forma el primordio hipofisario.

Las células del primordio hipofisario son células indiferenciadas que comienzan un
proceso de diferenciacién en el que participan, al menos, PTX1, P-OTX, Prop1, Pit-1, y
Lhx3 para dar lugar a los diferentes tipos de células adenohipofisarias productoras de
hormonas.

Cuando las células somatotropas, productoras de GH, expresan el receptor estrogéni-
co, una parte de las mismas se transforma en células lactotropas, productoras de pro-
lactina. Esto ocurre al final de la gestacion, incluso en algunos roedores acontece en
el primer dia después del parto.
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Figura 3. Desarrollo ontogénico de la hip&fisis.
Pasos secuenciales y participacion de los diferentes factores de transcripcion a lo largo de los mismos. Imagenes cedi-
das por José Carretero y colaboradores (1999b).
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La prolactina se sintetiza y libera desde uno de los tipos celulares glandulares de la
hipdfisis comunmente conocido como células lactotropas o células mamotropas.

Dependiendo de las técnicas empleadas para su estudio y de la especie de que se tra-
te se han descrito variaciones en el porcentaje que representan las células lactotro-
pas en relacidn con la poblaciéon celular hipofisaria total. Una constante comun e in-
dependiente de la especie es que el porcentaje de células lactotropas no varia con el
sexo o con la edad, lo que hizo pensar que la prolactina tenia funciones independien-
tes de la lactacion.

En la especie humana, las células lactotropas suponen en torno al 25% de las células
hipofisarias (Zimmerman y col., 1974; Halmi y col., 1975), mientras que en roedores
se han descrito porcentajes mas elevados ligeramente por encima del 30% (Dada y
col., 1983).

Durante el embarazo y la lactacidn, este porcentaje se modifica de forma conside-
rable, aumentando de forma progresiva al final del embarazo por proliferacion
celular activa y manteniéndose en valores de casi el 70% durante la lactacidn, para
disminuir a valores normales una vez finalizada la misma (Goluboff y Ezrin, 1969;
Scheithauer y col., 1990; Carretero et al., 2003). Estos hechos se sospecharon ya
desde el comienzo de los estudios de la hipdfisis, cuando se detectd que un tipo
especial de células acidofilas aumentaba durante el embarazo y la lactacién (Erd-
heim y Stume, 1909; Dawson y Friedgood, 1938; Desclin. 1945; Dawson, 1946; Ra-
cadot, 1963; Pasteels, 1963; Girod y col., 1964; Amat y Mufioz-Barragdn, 1974) por
estar relacionado con la secrecidn lactea a estas células se las llamé células lacto-
tropas.

Clasicamente, desde los afios 50 (Farquhar y Rinehart, 1954a, 1954b; Hedinger y Far-
guhar, 1957) se ha admitido la presencia de unos rasgos particulares en las organelas
citoplasmicas y en el nucleo de las células lactotropas que se han utilizado como cri-
terios para identificar a este tipo celular dentro del pool de células endocrinas hipofi-
sarias. Sin embargo, como veremos a continuacion, existen variaciones en lo descrito
por los diferentes autores.

Se ha descrito que el nucleo de la célula de prolactina suele ser redondeado u oval,
situado en el centro de la célula y con nucleolo (Aumuller y col., 1978), aunque otros
autores lo describen como ovoide y sin nucleolos evidentes (Beauvillain y col., 1977
Dekker, 1968; Deslex y col., 1976; Nakane, 1970, 1975; Saunders y col., 1983); para
otros, el nucleo es excéntrico (Gracia-Navarro, 1980; Gracia-Navarro y Doerr-Schott,
1982; Leadem y Blask, 1982).

Se consideran como signos de aumentos en la actividad sintética o de la proliferacion,
el incremento de su tamafio (Aumuller y col., 1978, Saunders y col., 1983; Leather-
land y Renfree, 1983a, 1983b; Carretero y col., 1995), su disposicion excéntrica con
polarizacién hacia el lado avascular (Saunders y col., 1983), una mayor evidencia del
nucleolo (Leatherland y Ronald, 1978; Olivereau y col., 1980), la presencia de agrega-
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dos densos de cromatina nuclear y el aumento en el nimero de poros en su mem-
brana (Santolaya y col., 1979).

El aparato de Golgi es una de las organelas celulares mas analizadas y un buen indi-
ce para analizar la actividad celular. Suele estar formado por varios dictiosomas de
sacos paralelos que delimitan un area circular u ovalada en la que se encuentran
granos de secrecion irregulares, conocidos como granos de secrecion inmaduros. Su
apariencia, disposicion dentro de la célula, la dilatacién de los sacos dictiosomales,
el numero de granos de secrecidon inmaduros y la superficie ocupada por el area
golgiana son signos que permiten valorar la actividad sintética de la célula (Hymery
col., 1961; Dekker, 1968; Pelletier y col., 1972; Von Lawzewitsch y col., 1972; Deslex
y col., 1976; Stefan y Benakis, 1976; Chan y Nikitovichwiner, 1976; Fossum y Gaut-
vik, 1977; Herbert y col., 1977a,b; Aumuller y col., 1978; Benjamin y Baker, 1978;
Farquhar y col., 1978; Naik y Dinic, 1978; Santolaya y col., 1979; Aguado y col.,
1979; Dacheux, 1980; Herbert, 1980; Tixier-Vidal y col., 1982; Leaden y Blask, 1982;
retero vy col., 1989).

Figura 4. Imagen tomada con el microscopio electrénico de transmision que muestra las organelas de una célula
hipofisaria productora de prolactina de una rata hembra en proestro. Imagen cedida por Carretero y col. (1989).

Otra organela celular que adopta caracteristicas especiales en las células productoras
de prolactina es el reticulo endoplasmico rugoso que suele alcanzar un desarrollo no-
table, sobre todo cuando la células estd activada (Farquhar y Rinehardt, 1954a;
Hedinger y Farquhar, 1957; Nakane, 1970, 1975; Moriarty, 1973; Chang y Nikitovich-
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winer, 1976; Deslex y col., 1976; Seauvillain y col., 1977; Santolaya y col., 1979; Da-
cheux, 1980; Sasaki y Sano, 1980; Tixier-Vidal y col., 1982; Leadenhardt y Renfreee,
1983a).

Suele disponerse formando cisternas paralelas y aplanadas, generalmente en un polo
celular (Von Lawzewitsch y col., 1972b; Aumdller y col., 1978; Benjamin y Baker,
1978; Herbert, 1980; Saunders y col., 1983). El estimulo de la sintesis hormonal pro-
voca que las cisternas del reticulo endoplasmico rugoso se enrollen en espiral, dando
lugar a las denominadas imagenes de Nebenkern (Pantic, 1975; Aumdiiller y col., 1978;
Leadem y Blask, 1982, Reifel y col., 1983; Saunders y col., 1983).

Las mitocondrias se distribuyen por todo el citoplasma y suelen ser alargadas, con
numerosas crestas y matriz electrén densa (Aumdiller y col., 1978).

Las células productoras de prolactina presentan vacuolas autofagicas y lisosomas que
aumentan con la inhibicion de la liberacion hormonal (Farquhar, 1969; Harrison,
1979; Antakly y col., 1979; Tixier-Vidal y col., 1982; Reifely col., 1983; Saunders y col.,
1983; Carretero y col., 1989).

La sintesis de prolactina se realiza en los ribosomas situados en el reticulo endoplas-
mico rugoso desde donde pasa al aparato de Golgi, donde es empaquetada en granu-
los de secrecién (McShan, 1965; Salperter y Farquhar, 1981). Desde ellos, la hormona
se libera al exterior mediante un proceso de exocitosis, pasando a situarse en el es-
pacio intercelular o en el perivascular (Horvat y Kovacs, 1980; Pelletier y col., 1984;
Carretero y col., 1989).

Excepto en los casos en que la liberacion de prolactina estd cronicamente estimulada,
la liberacién de la hormona se realiza mediante exocitosis al espacio intercelular o a
los sinusoides fenestrados del sistema porta hipofisario (Farquhar, 1961; Herlant,
1964; Santolaya y col., 1979; Dacheux, 1980; Tixier-Vidal y Gourdji, 1980; Roubos vy
Van der Wal-Divendal, 1980; Leaden y Blask, 1982; Tixier-Vidal y col., 1982).

La hormona sintetizada en el reticulo endoplasmico rugoso, a partir de los granos de
secrecion inmaduros del drea golgiana, se ve sometida a un proceso de polimeriza-
cion y se almacena en granos de secrecion grandes y ovalados que se disponen por el
citoplasma celular. El tamafio, la forma y su densidad electrdnica han servido para
identificar a microscopia electrénica a las células hipofisarias productoras de prolac-
tina (Farquhar y Wellings, 1957; Smith y Fraquhar, 1966, 1970; Foster, 1971; Shiino y
col., 1972; Zanini y col., 1974; Pantic, 1975; Giannattasio y col., 1975; Tougard y col.,
1980). Su densidad de volumen aumenta en los estados de estimulacién de la sintesis
y liberacién de la hormona (Carretero y col., 1989).

En base a ello, Kovacs y colaboradores (1980) describieron dos tipos de células lacto-
tropas: células tipo I, grandes, poliédricas y habitualmente cercanas a los capilares,
qgue presentan granulaciones densas con microscopia electréonica de un tamafio de
unos 250-800 nm vy, células tipo Il, pequenas y medianas, angulosas y formando agru-
paciones en los extremos posterolaterales de la hipdfisis. En su interior pueden en-
contrarse, granulos dispersos de alrededor de 200-350 nm.
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Se cree que ambos tipos celulares son en realidad el mismo y que las diferencias
apreciadas se deben al hecho de encontrarse células en momentos diferentes de la
sintesis y secrecién hormonal (Kovacs, 1984). Segun esta teoria, las células del tipo |
se encontrarian en una fase de reposo de la sintesis, mientras que las del segundo
tipo serian células en fase de produccidon hormonal activa.

En la literatura se recogen mas intentos de descripcion diferenciando tipos celulares
para las células productoras de prolactina, en general las variaciones descritas de
unos autores a otros suelen deberse a que los estudios se realizaron en diferentes
especies animales o empleando diferentes metodologias (Nakane, 1970; Yoshimura y
col., 1974; Beauvillain y col., 1977; Sato, 1980; Nogami y Yoshimura, 1982).
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Estrogenos y Prolactina

En pdginas anteriores, ya se ha sefialado que el promotor del gen que codifica la
sintesis de prolactina presenta muy probablemente dos lugares de respuesta al com-
plejo estrogeno-receptor estrogénico y que es muy posible que los estrégenos acti-
ven la union de Pit-1 a sus lugares de anclaje en el promotor. También hemos comen-
tado que la expresion de receptor estrogénico es necesaria para la diferenciacion de
este tipo celular.

Esta claro pues que los estrogenos son agentes estimuladores importantes de la
sintesis y liberacién de prolactina.

No obstante, hay muchos mas datos, algunos de gran relevancia, relacionados con el
control estrogénico de la prolactina, empezando por los receptores estrogénicos.

Los efectos celulares de los estrégenos se producen mediante la via clasica a través
de los receptores de estréogenos ER1 o alfa y ER2 o beta, que estan localizados en el
nucleo y el citoplasma de las células diana (Kuiper y col., 1996; Mosselman vy col.,
1996).

Ambos receptores se distribuyen de manera diferente en los tejidos y juegan papeles
fisioldgicos distintos. Pertenecen a la superfamilia de receptores nucleares que ac-
tuan como factores de transcripcion inducidos por hormonas y que determinan la
transactivacion de genes estrégeno dependientes (Mangelsdorf y col., 1995; Aking-
bemi, 2005).

Son codificados por dos genes separados (ESR1 y ESR2), pero comparten la arquitec-
tura estructural comun de los receptores nucleares y exhiben una estructura de do-
minio que se ha conservado a lo largo de la evolucién (Heldring y col., 2007). En el
dominio central, que es el que se une al DNA, ambos receptores de estrégeno com-
parten la mas alta similitud de secuencia (95%), lo que les permite unirse a elementos
de respuesta de DNA idénticos. Los dominios de unién al ligando-C-terminal poseen
un 60% de similitud, y son los que permiten que exista especificidad para diferentes
ligandos.

Los estrogenos también ejercen efectos rdpidos “no gendmicos” que producen una
alteracion de los mecanismos intracelulares de transduccidon de sefiales. Se ha sugeri-
do que podrian estar mediados por receptores de estrogeno extranucleares o por
receptores de membrana no clasicos tales como el receptor acoplado a la proteina G
(GPR30/GPER), que ha sido identificado como un nuevo receptor de estrégeno
(Prossnitz y col., 2009).

A través del GPER, el estradiol actua rdapidamente a tres niveles: activacién de la
guanilato ciclasa, movilizacién de los depdsitos de calcio intracelular y activaciéon de
la protein quinasa mitédgeno activada, conocida como MAPK, y la fosfoinositol 3-
guinasa, conocida como PI3K (Prossnitz y col., 2008; Lappano y col., 2013).
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No obstante, el objetivo comun de muchas de estas vias de sefalizacidn es la fosfori-
lacién de un factor clave de la transcripcion, la proteina de unién al elemento de res-
puesta a AMPc (CREB) (Kwakowsky y col., 2013).

Otro aspecto de especial interés son los efectos que los estrégenos desarrollan sobre
la sintesis y secrecion de prolactina.

En animales hembras, se ha comprobado que la liberacién aumentada de prolactina
durante la fase del proestro se debe a un pico estrogénico previo (Neill y col., 1971) y
gue la administracion de estrégenos provoca un aumento de la sintesis de prolactina
(Bakery col., 1963; MacLeod y col., 1969; Maurer y Gorsky, 1977).

In vivo o in vitro, los estrégenos inducen un amento del mRNA y de la sintesis de pro-
lactina (Shupnik y col., 1979; Vician y col., 1979; Maurer, 1982; Shull y Gorski, 1984;

Figura 5. Imagen tomada con el microscopio electrénico de transmisién que muestra las organelas de una célula
hipofisaria productora de prolactina de una rata tratada con estradiol. Imagen cedida por Carretero y col. (2015).

Los efectos sobre la trascripcion del gen son bifdsicos, desarrollandose una fase inicial
que se debe a la unién directa del complejo estrégeno-receptor estrogénico con el
promotor, y una fase tardia que implica sintesis proteica y podria deberse a la capaci-
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dad de los estrégenos de inhibir los receptores dopaminérgicos o de modular los
efectos del cAMP (Shull y Gorki, 1985; 1986; 1989).

La administracién de estrdégenos provoca un estimulo de la actividad mitotica, au-
mentando la sintesis de DNA y la proliferacién de las células lactotropas (Lloyd y col.,
1975; Yamamoto y col., 1986; Amara vy col., 1987; Lloyd y col., 1988).

Pudiendo estar implicados en la proliferacion de las células lactotropas durante la
gestacion tardia (Carretero y col., 2003).

Ademas, los estrogenos actlan sobre factores hipofisarios ligados a la sintesis y se-
crecion de prolactina. Varian otros factores reguladores hipofisarios de la prolactina,
como la galanina (Ponchon y col., 2000).

En nuestro laboratorio, hemos demostrado que modifican la respuesta de la prolacti-
na a los opioides enddgenos (Carretero y col., 1990b) y la expresién hipofisaria de
receptores opioides |1 (Carretero y col., 2004), estimulan la secrecion de VIP hipofisa-
rio (Carretero y col., 1995) y estimulan la proliferacion de las células vipérgicas de la
hipoéfisis (Carretero y col., 1998), ademas de modificar el patron sexual secretor de
GH (Carretero y col., 1990b, 1992).
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Hipdtesis y Objetivos del Estudio






Antecedentes

De las dos vias de metabolizacion de los androgenos, la reducciony la aromatizacion,
la ultima depende de la presencia de un enzima, la aromatasa P450, que pertenece
a la superfamilia del citocromo P450, y tiene como consecuencia la transformacion
de la testosterona en estradiolen la propia célula o en células vecinas.

El estradiol es un esteroide gonadal con capacidad reguladora a nivel hipofisario, ac-
tuando sobre el hipotdlamo o sobre la propia hipdfisis, e interviene en la regulacion
de la sintesis y secrecidn de varias hormonas, principalmente, las gonadotropinas LH
y FSH, la prolactina y la hormona del crecimiento (GH), asi como de distintos pépti-
dos reguladores auto-paracrinos hipofisarios como el VIP.

Sobre las células hipofisarias productoras de prolactina, los estrégenos actudan prin-
cipalmente sobre tres acontecimientos: aumentan la susceptibilidad de la célula a la
accion de Pit-1 y probablemente aumenten la produccién de dicho factor de tras-
cripcion, activan a la adenilato ciclasa y se unen a receptores estrogénicos, el comple-
jo estrogeno-receptor recién formado se une a la region activadora 5'. Ademas, los
estrogenos activan la sintesis de DNA vy la proliferacion celular e, incluso, producen
hiperplasias y prolactinomas.

Los adenomas hipofisarios espontaneos son frecuentes en las ratas viejas (Berkvens
y col., 1980; McComb y col., 1984; Herzog y Schlote, 1992) y, dentro de ellos, los pro-
lactinomas tienen la mayor incidencia, llegando en algunas series a alcanzar hasta un
80% de las ratas de edad avanzada (Meites, 1982; Sarkar y col., 1982).

Se sabe que la manipulacion experimental de la regulacion dopaminérgica y es-
trogénica de la célula de prolactina da lugar a que la dopamina anule el efecto
proliferativo del estradiol (McComb y col., 1986; Phelps e Hymer., 1988; Kovacs y
col., 1991) y a que los estrégenos y los antagonistas dopaminérgicos se sumen
sinérgicamente para inducir dicha proliferacion e inducir la aparicién de prolacti-
nomas (Pérez y col., 1986; Pasolli y col., 1992; Oliveira y col., 1996; Southgate y
col., 2000).

El déficit de receptores D2 podria sumarse a una produccion local aumentada del
estradiol, por efecto de la aromatasa P450, para inducir la génesis tumoral e incluso
dicha génesis podria ser debida a un efecto estrogénico, ya que los efectos de la
dopamina son bloqueados parcialmente por los estrégenos (Raymond y col., 1978;
West y Dannies, 1980; Bression y col., 1985) que, ademas, en la rata, disminuyen el
numero de receptores dopaminérgicos (Pasqualiniy col., 1986).
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Entre otros factores, en la génesis de los prolactinomas se ha implicado a los esteroi-
des gonadales, en particular a los estrégenos (Lloyd y col., 1991; Heaney y col., 2002).
Desde hace tiempo se sabe que el tratamiento crénico con estradiol induce, en una
primera fase, hiperplasia de las células de prolactina, constituyéndose, en una segun-
da fase, el prolactinoma, dependiendo del tiempo de duracion del tratamiento
(McEuen y col., 1936; Dunning y col., 1947; Clifton y col., 1956; Stone y col., 1979).
Estudios posteriores han confirmado que los estréogenos inducen la formacién de pro-
lactinomas y VIPomas (Phelps y Hymer, 1983, 1988; Hsu y col., 1989; Lloyd y col.,
1990, 1991).

En nuestro laboratorio, como resultado de cuatro proyectos de investigaciéon, uno
financiado por la Unién Europea (BIOMED-1, no BMH1-CT94-1536, n° proyecto
PL931536 ), otro por la Junta de Castilla y Leén y el Fondo Social Europeo (JCyL,
SA58/98) y otros dos financiados por el FIS (FIS 99/1187, FIS P1021803) empleando un
anticuerpo anti Aromatasa P450 altamente especifico, hemos demostrado la expre-
sién inmunohistoquimica de la aromatasa P450 en la hipdfisis de la rata (Carretero y
col., 1999). Esta expresion estd directamente relacionada con el género, siendo mas
alta en machos que en hembras (Carretero y col., 1999).

Ademas, existe una expresion diferente 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 hembras. Prepuberal-
mente, la expresién disminuye en hembras y se mantiene en machos y, en la rata
adulta, apenas se expresa en la hembra, pero si en el macho (Carretero y col., 1998a).

Junto a ello, hemos comprobado que las hipdfisis no tumorales de ratas viejas no ex-
presan el enzima (Carretero y col., 1998a), lo que podria ser una caracteristica de la
evolucion postnatal del enzima en respuesta a déficits de la secrecidon de testostero-
na o a la aromatizacién periférica de la testosterona en el periodo senil (Harman vy
Tsitouras, 1980).

Al contrario, un porcentaje muy alto de los adenomas espontaneos que aparecen
en estos animales si expresan el enzima, lo que sugiere que dicha expresion podria
guardar estrecha relacidon con el tumor. Asi, de una serie de 105 adenomas es-
pontaneos de hipdfisis, el 66%, fueron inmunorreactivos a la aromatasa, sin que
ello guardara relacién con algun tipo anatomopatoldgico del adenoma. Conside-
rando solo los prolactinomas, el 86.67% presentaron reaccién a la aromatasa, lla-
mando la atencidén que el 100% de los prolactinomas puros fueron aromatasa po-
sitivos, mientras que solo el 60% de los multiples expresaron el enzima (Carretero
y col., 1998b; Carretero y col., 2002b). Hallazgos semejantes han sido comproba-
dos en prolactinomas humanos (Carretero, 2005) relacionados con la actuacién
del estradiol producido localmente en la hipéfisis e implicando al factor mitogéni-
co AIB1 (Carretero y col., 2013).

La gran proporcidén de tumores que, en nuestros estudios previos, expresan conjun-
tamente la aromatasa y la prolactina sugiere la posibilidad de que exista una relacién
entre la expresion del enzima y el desarrollo del tumor.
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La alta prevalencia de los tumores hipofisarios, originados a partir de células glan-
dulares, del 10 al 23% de los tumores intracraneales (Molitch y Russel, 1990) y que,
dentro de ellos, los prolactinomas alcanzan la mayor frecuencia de los tumores fun-
cionantes; unido a los resultados de nuestro laboratorio, hacen que sea sumamente
interesante discernir si la presencia de la aromatasa se asocia o no en la génesis de
los adenomas espontaneos en roedores, empleando ratones knock out para el gen
de la aromatasa.

En un estudio reciente, en nuestro laboratorio hemos constatado que los antagonis-
tas o blogueantes de la aromatasa, in vivo e in vitro, inducen cambios en las células
hipofisarias productoras de prolactina, con un descenso de su actividad sintética y
liberadora a la vez que disminuyen la proliferacion celular (Carretero y col., 2014).

Dado que los estrégenos circulantes en los machos son muy bajos y que la testoste-
rona induce la expresdn de aromatasa en la hipdfisis, no es descabellado pensar que
la aromatizacion local hipofisaria de la testosterona a estradiol pueda jugar un impor-
tante papel en el mantenimiento de la poblacion celular hipofisaria productora de
prolactina al igual que ocurre en las hembras. Por ello en este estudio nos plantea-
mos analizar los cambios que acontecenen las células productoras de prolactina en
ratones knock out para aromatasa, machos y hembras.

Objetivos del estudio.

El trabajo que se propone estd englobado dentro de una linea de investigacién cuyo
objetivo principal es demostrar o descartar que algunos de los posible mecanismos
reguladores de la expresion de la aromatasa hipofisaria y si dicho enzima induce a
través de la produccion de estradiol, que actuaria sobre receptores estrogénicos alfa
de hipdfisis normales o génicamente condicionadas (deficitarias de aromatasa, defici-
tarias del receptor dopaminérgico D2 o deficitarias de la proteina kip-p27), la génesis
de prolactinomas espontaneos y si el factor de trascripcién Pit-1 interviene en dicho
proceso.

Siendo los objetivos especificos de este trabajo:

1.- Determinar si la ausencia de la Aromatasa P450 en ratones knock out para el en-
zima modifica los patrones normales de expresion, distribucién y morfologia de las
células hipofisarias productoras de prolactina.

2.- Determinar si la ausencia de la Aromatasa P450 en ratones knock out para el en-
zima modifica los patrones normales de proliferacién de las células hipofisarias pro-
ductoras de prolactina.

3.- Analizar si los ratones trasgénicos para la aromatasa desarrollan prolactinomas.
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Materiales y Métodos Empleados






Animales empleados para el estudio experimental.

El Dr. Harada nos cedid gentilmente —u..m
heterocigotos machos y hembras para
poder obtener la colonia de ratones
knock out para el gen de la Aromatasa
P450.

Todos los animales se mantuvieron en
condiciones estandar de estabulario, con
temperatura ambiente de 20+22C, ritmo
de luz oscuridad 12:12 horas, y acceso a
la comida (pienso estandar rata/ratén) y
la bebida ad libitum. Figura 6. Condiciones del estabulario

Dado que los progenitores knock out para la aromatasa son estériles, los animales se
obtuvieron a partir de progenitores heterozigotos, de esta manera obtuvimos cama-
das en las que el 49.66% fueron heterocigotos, el 24.14% fueron wild type y el
26.21% fueron knock out.

Para alcanzar los objetivos propuestos y llevar a cabo el disefio experimental, hemos
estudiado 120 ratones (60 por sexo, y de cada sexo, 30 eran wild type [wt] y 30 knock
out [ko]). El nUmero elevado de ratones se debié al andlisis detallado por edades del
desarrollo de adenomas hipofisarios, sacrificando los animales a los 14, 16, 18, 20, 22
y 25 meses de edad (10 animales wt y 10 ko en cada una de las edades, 5 de cada
Sexo).

Los veinte ratones de 16 meses de edad, 10 wt y 10 ko (5 de cada sexo) fueron em-
pleados para el estudio de las células hipofisarias positivas a prolactina.

Genotipaje.

La determinacién de la deleccidn-sustituciéon del gen para la aromatasa P450 se rea-
liz6 mediante PCR. Para ello, cuando los ratones tenian 1 mes de edad, se tomo el
fragmento distal de la cola para aislar el DNA.
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Extraccion, aislamiento y purificacion del DNA.

La extraccion, aislamiento y purificacién del DNA se realizé empleando el kit de Ro-
che® siguiendo las instrucciones del fabricante.

En un tubo de microcentrifuga de 1.5mL y libre de nucleasas se afadieron: de 2 a5
mm de la cola del ratén, 200ul del tampdn de lisis de tejidos y 40 pl de proteinasa K
reconstituida.

Se mezcld e incubd durante 3 horas a 55°C.

Transcurrido ese tiempo se procedid a obtener el lisado mediante aspiracion-
eyeccion repetida de la muestra, con una jeringa de 1 mL, libre de nucleasas.

Una vez obtenido el lisado, se afladieron 200ul de tampdn de unién y 100 pl de iso-
propanolol; para después centrifugar 5 minutos a 13000 xg.

Tras insertar un tubo de alto filtrado en un tubo de recogida, se pipeted el liquido de
la muestra en el reservorio superior del tubo de filtrado. Todo el tubo ensamblado se
centrifugé 1 minuto a 8000 xg. Después de centrifugar, se retiré el tubo de filtrado
del tubo de recogida y se desecharon el liquido filtrado y el tubo de recogida.

Se colocd de nuevo el tubo de filtrado en un nuevo tubo de recogida y se afiadieron,
al reservorio superior del tubo de filtrado, 500ul del tampdn inhibidor de removida,
para centrifugar 1 minuto a 8000 xg.

Se procedidé al lavado dela muestra, para lo que, por duplicado, después de centri-
fugar y retirar el tubo de filtrado del tubo de recogida y desechar el tubo de recogi-
da vy el liquido filtrado, se colocé de nuevo el tubo de filtrado en un nuevo tubo de
recogida y se afnadieron 500 ul de tampdn de lavado al reservorio superior del tubo
de filtrado. Posteriormente se centrifugd 1 minuto a 8000 xg.

AL finalizar el segundo lavado, se centrifugd durante 10 segundos a velocidad
maxima y se desecho el tubo de recogida.

Tras insertar el tubo de filtrado en un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL limpio y
estéril, se anadieron, en el reservorio superior del tubo de filtrado, 200 ul del
tampon de elucién precalentado y se centrifugd durante 1 minuto a 8000 xg.

Para los centrifugados se ha empleado la centrifuga para eppendorf Hermle Z233 M-2.

Después de esta sucesion de pasos, el tubo de microcentrifuga contenia ya el DNA
eluido que se utilizé inmediatamente o fue almacenado entre 2-82C o bien entre -
152 y -259 para analisis posteriores (dependiendo del tiempo a transcurrir hasta la
realizacidon del andlisis).

Amplificacion del DNA purificado, PCR.

Una vez aislado el DNA se procedid a realizar la amplificacion del fragmento de
DNA para detectar la deleccidn-sustitucion del gen de aromatasa P450 por el re-
combinante.
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Empleando el kit PCR Master mix de Promega®, con un volumen de 5 pl de DNA ais-
lado y empleando como primers:

Superior-Recombinante: ctt ggc tac cat gtt gtt att gtc

Inferior-Silvestre: agc tct gga ggt tta ctt tcc tag

La reaccion de amplificacidon se realizd mediante 30 ciclos (9492C-652C-722C) en un
termociclador PTC-100 Peltier Thermal Cycler®.

Una vez amplificado, se realizdé una electroforesis en gel de agarosa a 150 mV, utili-
zando una muestra de 20ul de cada producto amplificado en tampdn de carga, con
bromuro de etidio. Las bandas obtenidas se fotografiaron bajo luz ultravioleta.

En todos los casos se incluyd un control negativo sin primers.

La figura 7 muestra un ejemplo de los resultados obtenidos tras la electroforesis.

-/- i+ +/+ +/+ Cul

s D =

Gl s Sas Gl

Figura 7. Electroforesis del DNA amplificado por PCR para el gen de aromatasa P450.

En la imagen se aprecian las bandas de electroforesis obtenidas tras el producto de amplificacion con PCR del
gen silvestre y el recombinante para Aromatasa P450, de los animales empleados en el estudio. -/+: heteroci-
goto, +/+: wild type, -/-: knock out.

Sacrificio de los animales, Extraccion y Procesado de las muestras.

Una vez que los animales alcanzaron la edad de 16 meses, los animales fueron sacrifi-
cados por decapitacidn y, después de la apertura meticulosa de la calota encefalica,
se procediod a extraer la hipdfisis, mediante diseccidn cuidadosa. Las muestras para el
estudio histoldgico se fijaron por inmersidon en paraformaldehido al 4% en tampdn
fosfato (0.1M, pH: 7.4) durante 8 horas.
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Una vez fijadas, se lavaron en el mismo tampon durante 4 horas y se procedid a su
deshidratacion en etanoles crecientes en concentraciéon (70, 80, 96 y 100%).

Ya deshidratadas, se procedidé a su aclaramiento en benceno para su posterior inclu-
sidén en parafinas. La deshidratacion, el aclaramiento y la inclusidon se realizd en un
procesador histoldgico Leica®.

De los bloques obtenidos se obtuvieron secciones de 5 um de grosor empleando un
microtomo Microm HM35, que se fijaron con gelatina al alumbre de cromo en portas
de vidrio.

Inmunocitoquimica.

La inmunocitoquimica se ha empleado para detectar las células hipofisarias positivas
a prolactina, mediante marcaje simple; para determinar las células positivas a prolac-
tina en proliferacién, mediante marcaje doble para prolactina y PCNA.

Marcaje simple para prolactina.

Los cortes obtenidos se incubaron en estufa a 582C durante 1 hora, tras lo que se
procedid a la desparafinizacién en xileno y rehidratacion en alcoholes decrecien-
tes, terminado el proceso con un lavado en agua destilada y desionizada durante 5
minutos.

Para evitar falsos positivos derivados de la posible existencia de peroxidasa endégena
en el tejido, el enzima se bloqued sumergiendo las muestras en un bafio de Metanol-
Agua oxigenada al 3% (200ml/30ml), durante 20 minutos.

Transcurrido ese tiempo, las muestras se lavaron, en agua destilada, a temperatura
ambiente, mediante 2 lavados de 10 minutos cada uno.

Se acondicionaron las muestras para las sucesivas reacciones, sumergiendo los cortes
en tampdn TBS (Trizma base, Sigma®, 0.01M, pH 7.4, con 0.09% de NaCl), durante 20
minutos, y, por ultimo, en TBS durante 5 minutos.

Para inhibir reacciones inespecificas, los cortes se incubaron con suero no inmune
obtenido en cabra (diluido 1:30 en TBS), durante 20 minutos.

A continuacidn, se procedio con la reaccién inmunocitoquimica, para lo que las mues-
tras se incubaron con suero policlonal anti-prolactina obtenido en conejo (Dako®,
diluido 1:300 en TBS), a 4°C toda la noche.

Transcurrido el periodo de incubacion, los cortes se lavaron 2 veces en TBS de 5 minutos.

El suero policlonal se detectd incubando con suero biotinado de cabra anti IgG de
conejo (Dako®, diluido 1:100 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente;
seguido de dos lavados en TBS de 5 minutos.

Por ultimo se procedio a incubar con elcomplejo peroxidasa anti-peroxidasa (Dako®,
diluido 1:100 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de dos
lavados en TBS de 5 minutos.
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El revelado de la reaccidén se hizo con 3-3'diaminobencidina (Sigma®, al 25% en TB:
Trizma base 0.01M, pH 7.4) a la que se afiadié un 0.03% de agua oxigenada inmedia-
tamente antes de su empleo.

Tras lavado en agua destilada, las preparaciones fueron contrastadas con Hematoxili-
na de Mayer vy tras su lavado en agua, se deshidrataron y aclararon en etanol-xilol y
se montaron con DePeX.

Marcaje doble para PCNA y prolactina.

Los cortes obtenidos se incubaron en estufa a 582C durante 1 hora, tras lo que se
procedié a la desparafinizacidn en xileno y rehidratacion en alcoholes decrecientes,
terminado el proceso con un lavado en agua destilada y desionizada durante 5 mi-
nutos.

Para evitar falsos positivos derivados de la posible existencia de peroxidasa enddégena
en el tejido, el enzima se bloqued sumergiendo las muestras en un bafio de Metanol-
Agua oxigenada al 3% (200ml/30ml), durante 20 minutos.

Transcurrido ese tiempo, las muestras se lavaron, en agua destilada, a temperatura
ambiente, mediante 2 lavados de 10 minutos cada uno.

Se acondicionaron las muestras para las sucesivas reacciones, sumergiendo los cortes
en tampdn TBS (Trizma base, Sigma®, 0.01M, pH 7.4, con 0.09% de NaCl), durante 20
minutos, y, por ultimo, en TBS durante 5 minutos.

Para inhibir reacciones inespecificas, los cortes se incubaron con suero no inmune
obtenido en cabra (diluido 1:30 en TBS), durante 20 minutos.

A continuacidn, se procedioé con la reaccién inmunocitoquimica, para lo que las mues-
tras se incubaron con suero policlonal anti-PCNA obtenido en ratén (Dako®, diluido
1:2000 en TBS), a 4°C toda la noche.

Transcurrido el periodo de incubacién, los cortes se lavaron 2 veces en TBS de 5 mi-
nutos.

El suero policlonal se detectd incubando con suero biotinado de cabra anti IgG de
raton (Caltag®, diluido 1:150 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente;
seguido de dos lavados en TBS de 5 minutos.

Por ultimo se procedid a incubar con estrepto-avidina-peroxidasa (Caltag®, diluido
1:300 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de dos lavados
en TBS de 5 minutos.

El revelado de la reaccidén se hizo con 3-3'diaminobencidina (Sigma®, al 25% en TB:
Trizma base 0.01M, pH 7.4) a la que se afiadié un 0.03% de agua oxigenada inmedia-
tamente antes de su empleo.

Tras lavado en agua destilada, las preparaciones fueron contrastadas con Hematoxili-
na de Mayer y tras su lavado en agua, se procedid a eluir las inmunoglobulinas de la
primera reaccion.
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La elucidn se realizé sumergiendo los portas en tampodn glicina 0.1M a pH 2.2 durante
la noche a 42C. Transcurrido el periodo de incubacién, los cortes se lavaron 2 veces
en TBS de 5 minutos.

A continuaciodn, se procedio con la reaccién inmunocitoquimica, para lo que las mues-
tras se incubaron con suero policlonal anti-prolactina obtenido en conejo (Dako®,
diluido 1:300 en TBS), a 4°C toda la noche.

Transcurrido el periodo de incubacién, los cortes se lavaron 2 veces en TBS de 5 minutos.

El suero policlonal se detectd incubando con suero biotinado de cabra anti IgG de
conejo (Dako®, diluido 1:100 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente;
seguido de dos lavados en TBS de 5 minutos.

Por ultimo se procedié a incubar con elcomplejo peroxidasa anti-peroxidasa (Dako®,
diluido 1:100 en TBS) durante 45 minutos a temperatura ambiente; seguido de dos
lavados en TBS de 5 minutos.

El revelado de la reaccion se hizo con 4-cloro-naftol (Sigma®) diluido en etanol
(1mg/5ml) y posteriormente en 100ml de TB, a la mezcla se le afiadié un 0.03% de
agua oxigenada inmediatamente antes de su empleo.

Controles de las reacciones inmunocitoquimicas.

En todas las reacciones se realizaron test de control, para ello, se sustituyd el suero
primario especifico por suero no inmune de conejo, diluido en TBS a la misma con-
centracion que se diluyé el suero inmune; o bien con suero preabsorbido con prolac-
tina 10nM durante 12 horas a 42°C.

En todos los casos, no se obtuvo positividad al finalizar el proceso.

Estudio de las muestras.

Una vez desarrollada la reaccion inmunocitoquimica, los cortes se estudiaron con un
microscopio de luz transmitida Zeiss Axiophot®, obteniendo micrografias digitales con
una camara digital acoplada, Olympus DP70, y el captador de imagenes DPController
v1.1.1.65, a aumentos de x10, x20, x40, x60 y x100.

Morfometria.

Todos los estudios morfométricos realizados en este estudio se hicieron empleando
el software libre de NIH Image J.

Para ello se trabajo sobre imagenes digitales a resoluciéon de 300 ppi que se homoge-
neizaron en brillo-contraste con el software adobe photosop CS5®, con umbrales de
entrada-salida idénticos.

Todo el estudio se realizé con un ordenador dotado de un procesador PentiumV do-
ble cuore® y 16Mb de RAM, tarjeta grafica Nvidia de 5Mb y monitor Sony Bravia de
alta resolucion.
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Las mediciones fueron realizadas a doble ciego, por el doctorando y el director de la
Tesis Doctoral, con un error intraensayo de 1.76%.

Los valores obtenidos se expresan en micras cuadradas.

Analisis morfométrico de los cortes histologicos.

Para el andlisis morfométrico de los cortes histolégicos se eligieron micrografias a
partir de secciones transversales de cada animal, bien conservadas en su estructura y
separadas al menos por 35 um; trabajando a aumentos de microscopio de x100 en
zoom de pantalla x3.5.

Fueron requisitos de eleccion de las células a medir que el contorno celular y el nu-
clear fueran nitidos en el plano de seccion.

En cada seccion se trazaron los perfiles del contorno celular y del contorno nuclear de
las células positivas a prolactina, lo que permitié calcular, tras el calibrado de la apli-
cacion Image J, las dimensiones de las areas celular y nuclear.

De esta manera se midieron 100 células por animal, lo que supuso un total de 500
células por sexo y grupo de estudio. Las células se eligieron por azar y por separado,
de cada una de las regiones hipofisarias estudiadas, tal y como se expone al comienzo
del capitulo de resultados.

Los valores obtenidos se expresan en micras cuadradas en cada una de las graficas
que aparecen en el capitulo de resultados.

Analisis planimétrico, cuantificacion celular.

Para el estudio planimétrico, de cada una de las regiones hipofisarias estudiadas, ele-
gidas conforme a los criterios que se exponen al comienzo del capitulo de resultados,
se emplearon micrografias digitales de alta resolucidn a aumentos de microscopio
x40y 3.5 de zoom de pantalla.

En dichas imagenes se contaron las células positivas y las células negativas a prolacti-
na del area a estudiar. De manera que se contaron 4000 células de cada region a es-
tudiar en cada animal. Lo que supuso un total de 20000 células por sexo y grupo de
estudio.

Conociendo el total de células se calculé el porcentaje de células positivas a prolacti-
na o PCNA; asi como el porcentaje de las células positivas a PCNA y prolactina. Todos
los valores correspondientes a la cuantificacion celular se expresan en porcentaje en
el capitulo de resultados.

Analisis Estadistico de los resultados.

Empleando la aplicacidon Prisma GraphPad, de los valores obtenidos, clasificados por
sexo y grupo experimental, se obtuvieron las medidas de centralizacién (media
aritmética) y dispersion (desviacion tipica y error estandar de la media).

47



Las diferencias observadas entre los ratones wild type y los ratones knock out, del
mismo sexo, y para cada region hipofisaria estudiada, se contrastaron aplicando el
analisis de la t de Student, aceptando como significativos valores menores de p<0.05.

Las diferencias observadas entre las diferentes regiones hipofisarias a estudiar, entre
sexos y entre los ratones wild type y los ratones knock out, para cada regién hipofisa-
ria estudiada, se contrastaron aplicando el andlisis de la varianza y el test F de
Scheffé, aceptando como significativos valores menores de p<0.05.
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Resultados






Células positivas a Prolactina.

Distribucion general.

Aunque las células hipofisarias positivas a prolactina se distribuyen por toda la hipo6fi-
sis, su distribucién presenta un patrén diferencial con agrupamientos de unas regio-
nes a otras de la pars distalis de la glandula, que con muy pequenas variaciones se
mantiene independientemente del género y de si el animal estudiado era wild type o
knock out.

Como se muestra en el esquema (figura 8), para su estudio hemos diferenciado en la
pars distalis una porcion dorsal, otra lateral y otra medial.

En la porcidon dorsal, situada por encima de la caverna hipofisaria (ch) que hemos di-
ferenciado la regién dorsal tuberal (DT), lateralmente a ella diferenciamos la regién
dorsal (D), e inmediatamente por debajo de la caverna hipofisaria la regiéon dorsal
infracavitaria (DIC).

En la porcidén lateral de la hipdfisis diferenciamos las regiones lateral (L), central late-
ral (CL), polar (P) y ventral lateral (VL).

Por ultimo, en porcidon medial distinguimos la region ventral medial (VM), la central
medial (CM) y la medial préxima a la pars intermedia (MPI).

Figura 8. Esquema que representa las diferentes partes de la hipdfisis del raton en un corte frontal.

PD: Pars distalis, PI: Pars intermedia, LN: Lobulo neural, ch: caverna hipofisaria. M: regidn medial, L: regidn
lateral. En la parte derecha del esquema se representan las regiones de estudio de las células positivas a prolac-
tina que se describen en el texto.
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Células positivas a Prolactina en las hembras de 22 meses de edad.

El aspecto general de visu que se obtiene al analizar a bajos aumentos la hipdfisis de
ratones hembras de 22 meses de edad es muy semejante en lo que se refiere a los
patrones de distribucidon de las células positivas a prolactina en los animales wild type
y en los knock out. Como puede apreciarse en las figuras 9y 10.
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Figuras 9 y 10. Micrografias que muestran las caracteristicas generales de la positividad a prolactina que se observan
en los cortes frontales de la hipdfisis de ratones hembras de 22 meses de edad que se describen en el texto.

WT: wild type (R2).
KO: knock out (R3).

PD: Pars Distalis, Pl: Pars Intermedia, LN: Lébulo Neural, ch: caverna hipofisaria.
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Células positivas a Prolactina en los machos de 22 meses de edad.

Al igual que sucedia en las hembras, el aspecto general al visualizar a bajos aumentos
la hipodfisis de ratones machos de 22 meses de edad es muy semejante en lo que se
refiere a los patrones de distribucion de las células positivas a prolactina en los ani-
males wild type y en los knock out. Como puede apreciarse en las figuras 11y 12.

Figuras 11 y 12. Micrografias que muestran las caracteristicas generales de la positividad a prolactina que se observan
en los cortes frontales de |a hipofisis de ratones machos de 22 meses de edad que se describen en el texto.

WT: wild type (R3).
KO: knock out (R4).

PD: Pars Distalis, PI: Pars Intermedia, LN: Lobulo Neural, ch: caverna hipofisaria.
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Analisis Planimétrico de las Células de Prolactina.

Porcentaje de poblacion celular hipofisaria correspondiente a las células de
prolactina en hembras wild type y knock out para aromatasa.

El porcentaje de células positivas a prolactina en la hipodfisis de las hembras wild type
fue elevado, de manera que el 37.131£1.19% de las células glandulares de la hipdfisis
de estos animales presentaron reaccién inmunocitoquimica (figura 13).

Las hembras knock out para aromatasa presentaron un porcentaje de 31.63+1.29%,
aungue elevado, este porcentaje fue significativamente menor (p<0.01) que el obser-
vado en las hipdfisis de las hembras wild type (figura 13).

Los porcentajes de células positivas a prolactina no fueron uniformes de una regién a
otra dentro de la hipdfisis, a lo largo de este capitulo, al describir cada una de las re-
giones se indicaran las variaciones.

Densidad numeérica de poblacidn celular hipofisaria correspondiente a las

células de prolactina en hembras wild type y knock out para aromatasa.

La densidad numérica referida a nimero de células positivas a prolactina en 100 pm?®

de superficie de corte de la hipdfisis (figura 14) fue de 1.13040.04, significativamente
mayor (p<0.01) que la observada en las hembras knock out en las que fue de
0.996+0.04.

Al igual que ocurria con los porcentajes, también se observaron variaciones de unas
regiones a otras dentro del mismo grupo de animales o en las diferencias entre wild
type y knock out que se irdn exponiendo a lo largo de los resultados.
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Figura 13. Grafica que muestra el porcentaje de células positivas a prolactina en la hipdfisis de los ratones
hembra.

Grupos de animales a estudiar: WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 14. Grafica que muestra la densidad numérica (n2 células/100 umz) de células positivas a prolactina en
la hipdfisis de los ratones hembra.

Grupos de animales a estudiar: WT: Wild Type, KO: Knock Out.

*: p<0.01
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Porcentaje de poblacion celular hipofisaria correspondiente a las células de
prolactina en machos wild type y knock out para aromatasa.

El porcentaje de células positivas a prolactina en la hipdfisis de los machos wild type
también fue elevado, de manera que el 40.98+1.76% de las células glandulares de la
hipdfisis de estos animales presentaron reaccién inmunocitoquimica (figura 15).

Los machos knock out para aromatasa presentaron un porcentaje de 35.62+1.22%,
aunque elevado, este porcentaje fue significativamente menor (p<0.05) que el obser-
vado en las hipdfisis de los machos wild type (figura 15).

Al igual que ocurria en las hembras, los porcentajes de células positivas a prolactina
no fueron uniformes de una region a otra dentro de la hipdfisis, cuestion que se ira
analizando detenidamente en cada regién.

Densidad numérica de poblacion celular hipofisaria correspondiente a las

células de prolactina en machos wild type y knock out para aromatasa.

La densidad numérica referida a nimero de células positivas a prolactina en 100 pm?

de superficie de corte de la hipdfisis (figura 16) fue de 1.045+0.04, significativamente
mayor (p<0.05) que la observada en los machos knock out en los que fue de
0.942+0.03.

Las diferencias regionales de la densidad numérica se iran exponiendo mas adelante.

Aunque el porcentaje celular y la densidad numérica fueron discretamente superiores
en machos que en hembras, las diferencias observadas no fueron significativas.
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Figura 15. Grafica que muestra el porcentaje de células positivas a prolactina en la hipdfisis de los ratones
machos.

Grupos de animales a estudiar: WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 16. Grafica que muestra la densidad numérica (n2 células/100 umz) de células positivas a prolactina en
la hipofisis de los ratones machos.

Grupos de animales a estudiar: WT: Wild Type, KO: Knock Out.

*: p<0.05
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Analisis Morfométrico de las Células de Prolactina.

Areas celular y nuclear de células de prolactina en hembras wild type y knock
out para aromatasa.

Como muestra la figura 17, las células de prolactina de las hembras wild type presen-
taron un &rea celular de 54.57+0.28 um?, con valores que oscilaron entre 24.53 y
89.33 um?, y un area nuclear media de 16.96+0.13 pm?, con valores que oscilaron
entre 7.08 y 34.46 umz.

Las hembras knock out presentaron células de prolactina cuyo area celular fue signifi-
cativamente menor (p<0.001) que el observado en las wild type, 42.95+0.27 umz, con
valores que oscilaron entre 21.5y 83.17 um”.

Algo muy parecido se observd al analizar las areas nucleares de ambos grupos de
animales. En las hembras wild type el area nuclear presentdé un valor medio de
16.96+0.13um?, oscilando entre 7.08 y 34.46pum?; mientras que las hembras knock
out tenian un area nuclear significativamente menor (p<0.001), con un valor medio
de 12.69+0.12 um?, oscilando entre 4.28 y 29.59 pm?>.

Ratones Hembras

60

H

50 OWT OKO

Hi %

40 |

Micras cuadradass

Area Celular Area Nuclear

Figura 17. Grafica que muestran el tamafio celular y nuclear, expresado en micras cuadradas de las
células de prolactina en los ratones hembras.

WT: wild type, KO: knock out

*: p<0.001
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Areas celular y nuclear de células de prolactina en machos wild type y knock
out para aromatasa.

En la figura 18, se aprecia claramente que las células de prolactina de los machos wild
type presentaron un area celular muy parecido al de las hembras wild type, con un
valor medio de 53.99+0.62 um?, oscilando entre 26.46 y 125.14 um?>.

No ocurrid asi al analizar las areas nucleares, ya que en los machos wild type estas
areas fueron significativamente menores (p<0.05) que en las hembras wild type. Al-
canzo un valor medio de 13.76+0.15 um?®.

Los machos knock out presentaron células de prolactina cuyo area (47.09+0.58 pum?)
fue significativamente menor (p<0.001) que el observado en los wild type.

Algo muy parecido se observo al analizar las dreas nucleares. Los machos presentaron
nucleos de menor tamafio que las hembras (p<0.05). El area nuclear media en los
machos wild type fue 13.76+0.15 um?, significativamente mayor (p<0.01) que la ob-
servada en los machos knock out 12.1940.16 pm?®.
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Figura 18. Grafica que muestran el tamafio celular y nuclear, expresado en micras cuadradas de las
células de prolactina en los ratones machos.

WT: wild type, KO: knock out

*: p<0.001. **: p<0.01
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Proliferacion celular.

Células de prolactina en proliferacion, positivas a prolactina y PCNA.

Hembras.

Mediante doble marcaje inmunocitoquimico para PCNA (reaccién nuclear en marrén)
y prolactina (reaccién citoplasmica en gris azulado) se pudo determinar el porcentaje
de las células de prolactina que estaban en proliferacién en los ratones hembras (fi-
guras 19 a 21).

Las células de prolactina que aparecieron positivas a PCNA en las hembras wild type
representaban algo mdas de la cuarta parte de las células positivas a prolactina
(27.3942,21%).

En las hembras knock out, este porcentaje fue significativamente menor (p<0.001) ya

que supusieron el 4.69+0.47% de las células de prolactina.
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Figura 19. Grafica que muestra los porcentajes de células hipofisarias positivas a
PCNA observados en las hipdfisis de los ratones machos.

WT: Wild type, KO: Knock out.

*: p<0.001
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Figura 20. Micrografia mostrando el doble marcaje a PCNA (marrén) y prolactina (azul grisaceo) en la
hipdfisis de una hembra wild type.

Figura 21. Micrografia mostrando el doble marcaje a PCNA (marrén) y prolactina (azul grisaceo) en la
hipéfisis de una hembra knock out.

Flechas: células positivas a prolactina en proliferacion.

Barra de escala: 5 um.
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Machos.

Al igual que en las hembras, en los ratones machos las células positivas a PCNA pre-
sentaron reaccion nuclear en marrén, y las positivas a prolactina mostraban una re-
accion citoplasmica en gris azulado (figuras 23 y 24).

El porcentaje de células de prolactina en proliferaciéon en los machos wild type
(10.8310.62%) fue significativamente menor que el observado en los ratones hem-
bras wild type (p<0.01).

En los machos knock out, este porcentaje fue significativamente menor (p<0.001) ya
que supusieron el 3.90+0.34% de las células de prolactina (figura 22).

A diferencia de los wild type, no hubo diferencias significativas entre machos y hem-
bras knock out (p<0.17).
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Figura 22. Grafica que muestra los porcentajes de células hipofisarias positivas a
PCNA observados en las hipdfisis de los ratones machos.

WT: Wild type, KO: Knock out.

*: p<0.001
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Figura 23. Micrografia mostrando el doble marcaje a PCNA (marrdn) y prolactina (azul grisdceo) en la
hipofisis de un macho wild type.

Figura 24. Micrografia mostrando el doble marcaje a PCNA (marrén) y prolactina (azul grisdceo) en la
hipéfisis de un macho knock out.

Flechas: células positivas a prolactina en proliferacion.

Barra de escala: 5 um.
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Andlisis Morfologico de las Células de Prolactina.

Células de prolactina en la region dorsal tuberal de la hipofisis de hembras.

En la region dorsal tuberal de la hipodfisis de
los ratones hembra wild type una gran parte
de las células fueron positivas a prolactina
(figuras 25, 27 y 28), presentando un por-
centaje considerable de células positivas
(41.61+4.36%).

Con una densidad numérica (figura 26) de
1.19+0.22 células/100 pm?.

En las hembras knock out, en lo que se re-
fiere al porcentaje (42.83+2.95%) no se
apreciaron diferencias significativas (figura
25); mientras que la densidad numérica (fi-
gura 26) fue significativamente menor
(1.05+0.09 células/100 um?, p<0.05).

En esta regidon las células se agruparon en
zonas en las que habia una gran cantidad de
células positivas y junto a ellas hay grandes
zonas en las que no se observaron células de
prolactina (flechas en figuras 28 y 29).
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Figura 25. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regiéon dorsal
tuberal de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 26. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region dorsal tuberal de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.

*:p<0.05




Figuras 27 a 30. Micrografias panoramicas que muestran el patron de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regién dorsal tuberal de la hipdfisis de hembras wild type (figuras 27 y 28) y knock
out (figuras 29 y 30).

ch: caverna hipofisaria

barra en figura 27: 50 um, barra en figuras 28 a 30: 20 um




Las células positivas a prolactina localiza-

das en la regién dorsal tuberal de la hipé- 70 - Ratones Hembras, Dorsal
fisis de las hembras wild type presentaron Tuberal

un area celular de 54.98+0.87 pum’ y un 60 -

area nuclear media de 16.73+0.36 um?’ | OwT OKO
(figura 31). o 50 1 sk

Ambos pardmetros (figura 31) disminuye- E | :

ron significativamente (p<0.001) en esta E #0

misma regidn hipofisaria en las hembras § 30 -

knock out, que presentaron un area celu- s

lar de 44.53+0.36 um? y un &rea nuclear = 20 -
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Un dato llamativo es que la variabilidad en 10 7

el tamafo celular de las hembras knock 0 | |
out fue mucho mayor que la de las wild Celular Nuclear
type.

. . . Fi 31. Gréfi tra las & lul
En las primeras las células oscilaron entre " 5-7° rafica que muestra fas areas celliar y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regiéon

27.85 um?® y 62.45 pm?, y los nicleos en-  dorsal tuberal de la hipfisis.
tre 4.80 um’ y 21.71 um?; mientras que l/\./;;(\J/\/(i)l(c)ilType, KO: Knock Out.
en las wild type el area celular oscilé entre

36.01 um?y 75.65 um?, y los nucleos entre 9.33 pm?y 23.47 um”.

Como puede apreciarse en las figuras 32 y 33, el patron de reaccidon inmunocitoqui-
mica intracelular de las hembras wild type no fue homogéneo. En unos animales se
observé que la mayoria de las células positivas presentaban una reaccién compacta,
de aspecto uniforme y morfologia ovalada, localizada en una zona citopldasmica yux-
tanuclear (flecha en figura 32). En otros la reaccidn presentaba un aspecto granular
grueso que afectaba a casi la totalidad del citoplasma lo que daba un aspecto granu-
lar a las células (flechas en figura 33).

En el caso de las hembras knock out, todos los animales presentaron un patrén de
reaccion semejante con aspecto granular grueso distribuido irregularmente por el
citoplasma (flechas en figuras 34 y 35).

Las células fueron poligonales u ovaladas en los dos grupos de animales estudiados y
se agruparon formando islotes o cordones celulares préximos a vasos sanguineos (v
en figuras 32 y 35). Los nucleos eran generalmente ovalados, algo mds polarizados en
los wild type que en los knock out.
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Figuras 32 a 35. Micrografias que muestran el patrén de reaccion intracelular de las células positivas a prolactina
en la regidn dorsal tuberal de la hipofisis de hembras wild type (figuras 32y 33) y knock out (figuras 34 y 35).

V: vaso sanguineo.
barra: 10 um




Células de prolactina en la region dorsal de la hipofisis de hembras.

En la regidon dorsal de la hipofisis de los ra-
tones hembra wild type algo mds de un ter-
cio de las células glandulares fueron positi-
vas a prolactina (figuras 36, 38 y 39),
presentando un porcentaje medio de
39.48+3.7%.

Con una densidad numérica (figura 37) de
1.26+0.13 células/100 um?>.

En esta regidon hipofisaria, las hembras
knock out presentaron una disminucién sig-
nificativa (p<0.001) del porcentaje de célu-
las positivas (20.42+2.84%) y de su densidad
numérica (0.71+0.10 células/100 umz) (figu-
ras 36y 37).

La regién dorsal de la hipofisis de las hem-
bras wild type (figuras 38 y 39) presentd
células positivas a prolactina desperdigadas
por toda la region localizadas en el margen
de la regién y hacia el interior de la glandu-
la, y en ocasiones formaban cordones celu-
lares préximos a vasos sanguineos.

En las hembras knock out (figuras 40 y 41)
las células fueron preferentemente margi-
nales, siendo mas escasas hacia el interior
de la glandula. En los margenes de la regidn
dorsal fue frecuente encontrar grupos celu-
lares compactos (figura 41).
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Figura 36. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regién dorsal de

la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001
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Figura 37. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region dorsal de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001




Figura 38 a 41. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regidn dorsal tuberal de la hipdfisis de hembras wild type (figuras 38 y 39) y knock
out (figuras 40 y 41).

barra: 50 um.
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Las células positivas a prolactina de la
region dorsal de la hipdfisis de las hem-
bras wild type presentaron un area celu-
lar de 53.65+0.91 umz, oscilando entre
34.02 y 79.66 umz, y un area nuclear
media de 16.26+0.30 umz, oscilando en-
tre 8.63 y 23.49 um? (figura 42).

Ambos parametros (figura 42) disminu-
yeron significativamente en esta misma
region hipofisaria en las hembras knock
out, que presentaron un darea celular de
47.50+0.97 pum? (p<0.01) y un &rea nu-
clear de 15.37+0.29 um? (p<0.05).

En las hembras knock out el area celular
oscilé entre 29.79 v 66.88 um’ y la nu-
clear entre 7.76 y 20.01 um?>.
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Figura 42. Grafica que muestra las dreas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regién
dorsal tuberal de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.

*:p<0.01, **:p<0.05

El patréon de reaccion inmunocitoquimica de las células positivas a prolactina de la

region dorsal fue muy semejante al comparar las hembras wild type con las knock

out. Los citoplasmas presentaban una granulacion fina dispersa y no homogénea que
generalmente ocupaba zonas discontinuas.

Las células positivas se intercalaban con células negativas o bien formaban cordones
lineales de 5 a 10 células en el borde marginal de la regidn dorsal de la hipdfisis (fle-

chas en figuras 43 a 46).
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Figura 43 a 46. Micrografias que muestran el patrén de reaccidn intracelular de las células positivas a prolactina
en la regidn dorsal de la hipdfisis de hembras wild type (figuras 43 y 44) y knock out (figuras 45 y 46).
barra: 10 um




Células de prolactina en la region lateral de la hipéfisis de hembras.

El porcentaje de células positivas a prolacti-
na en la regiodn lateral de la hipdfisis de las
hembras wild type alcanzo el 40.37+£2.97%,
significativamente (p<0.001) este porcentaje
fue menor en las hembras knock out:
26.67+0.44%.

Similares diferencias fueron apreciadas al
estudiar la densidad numérica que fue signi-
ficativamente mayor (p<0.01) en las hem-
bras wild type que en las knock out
(1.24+0.11 cels/100 um2 vs 1.024+0.01
cels/100 pm?).

La distribucion de estas células dentro de Ia
region varié de unos animales a otros y, en
ocasiones, dentro del mismo animal segun
se analizara la regién derecha o la izquierda.

Dentro de la variabilidad ya comentada, la
figura 49, perteneciente a una hembra wild
type, muestra células aisladas y repartidas
por toda la regidn.

En ocasiones, como muestran las figuras 50
y 51, pertenecientes a una hembra wild type
y a una knock out, respectivamente, las
células eran mds abundantes y formaban
grupos o cordones celulares en las zonas
mas marginales de la region, siendo mas
escasa hacia el interior.
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Figura 47. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region lateral de
la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001
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Figura 48. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region lateral de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.01

La figura 52 tomada a mayor aumento que las figuras anteriores, muestra como en
algunas zonas de esta region, en las hembras knock out, las células positivas a prolac-

tina estaban practicamente ausentes.
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Figuras 49 a 52. Micrografias panordmicas que muestran el patréon de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regidn lateral de la hipdfisis de hembras wild type (figuras 49 y 50) y knock out
(figuras 51y 52).

barra en figuras 49, 50 y 51: 50 um, barra en figura 52: 25 pm




Las células positivas a prolactina ubicadas en la regidn lateral de la hipdfisis de las
hembras wild type (figura 53) presentaron un area celular media de 58.64+1.24 pm?,
oscilando entre 34.84 y 89.33 um>.

En estas células, algo mas del 27% de la

superficie celular estaba ocupada por el 70 1 Ratones Hembras, Lateral
nicleo cuya drea media fue de 60 A |

16.05+0.42 pum?, con valores que oscila- ' OWT  BKO
ban entre 9.03 y 24.04 um®. . 50 >|k

Al analizar estos mismo parametros, en }3 '

los animales knock out (figura 53) se E 40 1

aprecio un descenso significativo en am- ©

bos, p<0.01 para el area celular y p<0.05 g 307

para el drea nuclear. s 20 -

El drea celular media en las hembras ' *.*
knock out fue de 47.12+0.89 umz, 0SCi- 10

lando entre 31.96 y 67.09 um?>.

En las hembras knock out, este descenso ° Celular | Nuclear |
afectd por igual a toda la célula ya que el

nucleo ocupaba algo mas del 27% del Figura 53. Grafica que .n.questra las a.\reas ceIuIar,y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regién

total celular, presentando un valor me-  |ateral de Ia hipsfisis.

dio de 12.90+0.36 pm?, oscilando entre ~ WT: Wild Type, KO: Knock Out.
2 *:p<0.01, **:p<0.05

6.40y 21.20 um~.

Como muestran las figuras 54 a 57, la variabilidad descrita en la locacion de las célu-
las positivas a prolactina de la regién lateral de las hembras también se da en lo refe-
rente a su forma y patrén de reaccidon inmunocitoquimica.

Las células que aparecian dispersas y aisladas por la region lateral, en las hembras
wild type o en las knock out, se caracterizaron por presentar una reaccién citoplasmi-
ca mas o menos granular que no afectaba a la totalidad del citoplasma.

Las células agrupadas en los margenes de la region (flechas en figura 55 en el caso de
las hembras wild type y 57 en el caso de las knock out) presentaban células de forma
oval con una reaccidon granular que ocupaba la casi totalidad del citoplasma. Si bien
en las hembras wild type muchas células presentaron una imagen negativa del apara-
to de Golgi proximo al nucleo que apenas pudo observarse en las células de las hem-
bras knock out.

A veces, en las hembras knock out aparecieron claustros irregulares de células positi-
vas rodeando células sin reaccion (flecha en figura 56).
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Figuras 54 a 57. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina
en la regidn lateral de la hipdfisis de hembras wild type (figuras 54 y 55) y knock out (figuras 56 y 57).
barra en figuras: 10 pm




Células de prolactina en la regidn polar de la hipofisis de hembras.

Las células positivas a prolactina en la region
polar de la hipdfisis de las hembras wild ty-
pe fueron el 43.861£2.59% del total celular,
siendo esta region, de las diez estudiadas, la
gue presentd mayor numero de células po-
sitivas (siendo significativamente mayor es-
te porcentaje p<0.01 o p<0.05, que los ob-
servados en las regiones ventromedial
medial proxima a la pars intermedia y cen-
trales medial y lateral de las hipdfisis de las
hembras wild type).

En las hembras knock out, este porcentaje
disminuyd significativamente p<0.01 con
respecto a las hembras wild type
(29.25+1.41%), de forma que en las hem-
bras knock out, la region polar no presentd
el mayor porcentaje ni las diferencias signi-
ficativas en el porcentaje de células positi-
vas con respecto a otras regiones hipofisa-
rias, descritas en las hembras wild type.

La densidad numérica paso de ser 1.42+0.12
a ser de 1.03+0.11 cels/100 p.mz, descenso
estadisticamente significativo p<0.05.

La regidn polar de la hipofisis se caracterizd
por presentar amplias zonas sin células posi-
tivas a prolactina. Sin embargo, aparecen
otras zonas con grupos celulares en islotes o
formando cordones.

En lo que respecta a la distribucion de las
células por la region, no se apreciaron grandes
diferencias entre las hembras wild type (figura
60) y las hembras knock out (figura 61).
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Figura 58. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regién polar de
la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.01
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Figura 59. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
regién polar de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.05




Figuras 60 a 61. Micrografias panoramicas que muestran el patron de positividad y distribucion de las
células positivas a prolactina en la regidn polar de la hip&fisis de hembras wild type (figura 60) y knock out
(figura 61).

barra en figuras: 50 um




El drea celular media en la regidn polar de las hembras wild type fue de 55.90+1.02
um?, oscilando entre 30.53y 77.52 pm”.

Este pardmetro disminuyd significativa-

mente (p<0.001) en las hembras knock )

out que presentaron un valor medio de 70| Ratones Hembras, Polar
45.25+0.63 pm? oscilando entre un 60 -

minimo de 35.99 um? y un maximo de : OWT OKO
59.37 um>. o 50 - *

En las hembras wild type, el ntcleo al- E 40 | '

canz6é una dimensidon considerable, ya S

gue ocupd mas del 31% de la célula, z 30 -

presentando 2un valor medio de é

17.51+£0.41 pm~. 20 - g%
El drea nuclear observada en la region :
polar de la hipdfisis de las hembras 107

knock out se caracterizd por ser significa- 0 . .
tivamente menor (p<0.01) que la de las Celular Nuclear
hembras wild type, con unos valores

medios de 12.53+0.14 umz. Figura 62. Grafica que muestra las dreas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regién
Junto al descenso en el valor absoluto,  polar de Ia hipdfisis.

destaca el hecho de que de forma relati- l":’;(‘)’fggﬁﬁ%f&i”°°k out.

va la dimensiéon del nucleo dentro del

total celular es mucho menos relevante que en las hembras wild type ya que tan solo
ocupaba el 27% del total celular.

Las figuras 63 y 64 muestran a gran aumento las células positivas a prolactina de la
region polar en las hembras wild type, destacando su forma ovalada o poligonal con
nucleos grandes y citoplasmas pequefios con una reaccion granular que en ocasiones
afectaba a toda su superficie (flecha en figura 64).

En las hembras knock out, las células aparecieron mas veladas con reaccion en parte
del citoplasma (figuras 65 y 66).
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Figuras 63 a 66. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas mas relevantes de las células
positivas a prolactina en la regién polar de la hipdfisis de hembras wild type (figuras 63 y 64) y knock out (figuras
65 66).

barra en figuras: 10 pm




Células de prolactina en la regidn ventral lateral de la hipéfisis de hembras.

Como se puede apreciar en la grafica de la
figura 67 para el porcentaje de células posi-
tivas a prolactina y en la de la figura 68 para
la densidad numérica, en la regién ventral
lateral de la hipdfisis el valor medio del
porcentaje (42.02+4.57% vs 44.44+2.05%) y
el de la densidad numérica (1.14+0.1
cels/100 pm? vs 1.19+0.1 cels/100 pum?),
siendo discretamente superiores en los
animales knock out que en los wild type, no
presentaron diferencias significativas entre
las hembras wild type y las hembras knock
out.

Las células positivas a prolactina de esta
region se dispusieron principalmente en el
margen periférico de la glandula de los
animales wild type (figura 69) y en la de los
knock out (figura 70).
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Figura 67. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region ventral
lateral de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 68. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region ventral lateral de la hipofisis.
WT: Wild Type, KO: Knock Out.




Figuras 69 a 70. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la region ventral lateral de la hipdfisis de hembras wild type (figura 69) y knock out
(figura 70).

barra en figuras: 50 pm
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Al contrario de lo que ocurria al analizar el porcentaje de células reactivas o la densi-
dad numérica, los pardmetros morfométricos analizados (area celular y area nuclear)
si presentaron variaciones significativas en la regidon ventral lateral entre las hembras
wild type y las knock out.

En las hembras wild type, el drea celular

media alcanzd un valor medio de 60 1 Ratones Hembras, Ventral
51.34+1.09 um’, oscilando entre 35.10 y Lateral
78.72 um’. so | 1

sk OWT OKO

. . 40 - '
El nucleo ocupd en torno al 27% de la '

célula presentando un drea media de
2 .
13.98+0.28 um?®, oscilando en valores

comprendidos entre 9.75 y 24.83 pm”.
20

Micras cuadradas
w
(e)
1

El area celular media en las hembras 10 -
knock out 39.88+0.61 umz, oscilando
entre 30.42 y 52.90 pm®’. Significativa-
mente menor que la observada en las Celular Nuclear
wild type (p<0.001).

Figura 71. Grafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regién
ventral lateral de la hipdfisis.

En estos animales, el area nuclear media  wr: wild Type, KO: Knock Out.

fue de 11.52+.28 um’, oscilando entre  *iP<0.001, **:p<0.01
6.90 y 16.94 um?. Significativamente menor que la observada en las hembras wild
type (p<0.01).

En ambos grupos las células positivas presentaron una reaccion granular de su cito-
plasma (figuras 72 a 75) que en las células marginales ocupa la totalidad del mismo
(flechas en figuras 73 y 75).

En las hembras wild type, el nicleo, redondeado se dispuso en un polo celular (flecha
en figura 73); mientras que en las hembras knock out el nicleo mds ovalado solia
adoptar una posicion central (flecha en figura 75).

82



Figuras 72 a 75. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina
en la region ventral lateral de la hipdfisis de hembras wild type (figuras 72 y 73) y knock out (figuras 74 y 75).
barra en figuras: 10 pm




Células de prolactina en la region ventral medial de la hipdfisis de hembras.

La regién ventral medial de la hip&fisis de las
hembras wild type presentd los porcentajes
celulares y la densidad numérica mas bajos
de los observados en las regiones de la hipo-
fisis de estos animales (figuras 76 y 77).

El porcentaje medio fue de 29.61+2.75% vy la
densidad numérica de 0.81+0.09 cels/100

um?.

Ello es debido a que, como puede apreciarse
en la figura 78, las células positivas a prolac-
tina aparecieron muy dispersas dejando
amplias zonas ocupadas por células no reac-
tivas y, las células positivas en los margenes
de la glandula eran casi inexistentes.

Las hembras knock out, presentaron un por-
centaje celular medio (figura 76) muy pare-
cido al de Ilas hembras wild type
(30.3+2.51%) sin que las diferencias obser-
vadas entre las medias alcanzaran valores
estadisticamente significativos.

No ocurrié asi al analizar la densidad numé-
rica (figura 77). La presencia de células
marginales positivas y de grupos compactos
de células de prolactina hizo que la densi-
dad numérica en estos animales fuera ma-
yor (p<0.01) que la observada en las wild
type, alcanzando valores de 1.11+0.16
cels/100 um?®.
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Figura 76. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regién ventral
medial de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 77. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region ventral medial tuberal de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.01




Figuras 78 a 79. Micrografias panordamicas que muestran el patréon de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regién ventral medial de la hipdfisis de hembras wild type (figura 78) y knock out
(figura 79).

barra en figuras: 50 pm




70 - Ratones Hembras, Ventral
. Medial
La figura 81 muestra a mayores aumentos
la escasa presencia de células positivas a 60 - I
prolactina en los margenes de la hipdfisis s OwT  OKO
de las hembras wild type. Junto a ello, no 3 *
se apreciaron grupos compactos de célu- g 40 - L
las positivas que generalmente aparecian § '
aisladas (figura 82). 8 30 -
()
=
20 - 1
En estos animales, las células positivas a *
prolactina presentaron un d4rea celular 10
media de 57.74+1.05 umz, oscilando entre
36.45 y 81.06 um? (figura 80). 0 - -
Celular Nuclear
Sus nucleos fueron de un tamafo relati-

vamente grande ya que mas del 33% de la Figura 80. Grafica que muestra las areas celular y
, , ! , nuclear de las células positivas a prolactina en la regién

células esta ocupada por el nUC|eOI pre- ventral medial de la hipdfisis.

sentando un drea nuclear media de  WT:WildType, KO: Knock Out. *:p<0.001

19.17+0.54 pm®.

Las figuras 83 y 84 muestran a grandes aumentos la presencia marginal y la forma-
cion de claustros de células positivas a prolactina en la regidon ventral medial de la
hipdfisis las hembras knock out. Estas células presentaron mayor intensidad de reac-
cion que en las hembras wild type, en las que la reaccidon solia disponerse en peque-
fias zonas de su citoplasma.

El drea celular en las hembras knock out fue significativamente menor (p<0.001) que
la observada en las wild type, con un valor medio de 39.21+0.71 um?, oscilando ente
24.22 y 52.47 pm”.

En las hembras knock out, también se observd un descenso significativo del drea nu-
clear (p<0.01) que presentd un valor medio de 12.84+0.32 um? (figura 80).
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Figuras 81 a 84. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina en
la regién ventral medial de la hipéfisis de hembras wild type (figuras 81 y 82) y knock out (figuras 83 y 84).
barra en figuras: 10 um




Células de prolactina en la region medial proxima a la pars intermedia de la
hipofisis de hembras.

La regidén medial proxima a la pars interme- Ratones Hembras, Medial
dia de la hipdfisis es una zona de confluen- S 457 Pars Intermedia
cia entre la regidn ventral medial, la regién § 40 7 |
central medial y la region dorsal infracavita- 'S 35 7 l
ria. Probablemente por ello, presenta carac- S 30 4
teristicas morfoldgicas, morfométricas y i; 25 -
planimétricas que combinan las de las tres g 20 1
regiones antes citadas. =
= 15 1
Es la Unica region de la hipdfisis en la que % 10 1
hemos encontrado que el porcentaje de o
células positivas a prolactina (figura 85) y su SO
densidad numérica (figura 86) fue mayor en 0 OWT OKO '
las hembras knock out (38.4612.8 vy

1.12+0.13, respectivamente) que los obser-  Figura 85. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regiéon medial

vados en las hembras wild type (31.1142.93  proxima a la pars intermedia de la hipfisis.
y 1.08+0.09), aunque estas diferencias no  WT: Wild Type, KO: Knock Out.

alcanzaron valores estadisticamente signifi- :
cativos Ratones Hembras, Medial
14 - Pars Intermedia
el s iy 1,2 1 |
La distribucion celular también fue muy pa- | § | T
recida entre los dos grupos de hembras es- g 17
tudiados, mas agrupadas en la proximidad a S g -
la pars intermedia y la caverna hipofisaria y E
dispersas al aproximarse a la regién central | = 06 7
. . =
medial (figuras 87 y 88). 2 04
0,2 A
0 1
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Figura 86. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
regién medial préoxima a la pars intermedia de la
hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out
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Figuras 87 a 88. Micrografias panordmicas que muestran el patréon de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regién medial proxima a la pars intermedia de la hipdfisis de hembras wild type
(figura 87) y knock out (figura 88).

pi: pars intermedia de la hipofisis

barra en figuras: 50 um




Independientemente del numero de células, al analizarlas morfométricamente se
aprecid una variacion estadisticamente significativa para las células positivas a
prolactina de la regidon medial préxima a

la pars intermedia entre las hembras 70 Ratones Hembras, Medial Pars
wild type y la knock out (figura 89). Intermedia
Las hembras wild type presentaron 60 - OwT  DKO
células cuyo area media fue de I
56.27+0.94 um’, oscilando entre 43.94 y _c;g 50 -
2

85.12 um”. g "
Algo mas del 30% de la célula estaba S 40 - I
ocupado por el nucleo cuya drea media @
fue 17.18+0.37 um? oscilando entre ; 30
10.88 y 27.95 pm”.

20 -

ok

Las hembras knock out tenian un area 10 - '
celular media significativamente menor
(p<0.001) de 39.31+0.71 pum?®. Siendo el 0 : .
valor minimo de 25.10 y el maximo de Celular Nuclear

54.66 um>.

Figura 89. Grafica que muestra las dareas celular y
En esta regidon de la hipdfisis de los nuclear de las células positivas a prolactina en la regién
. , . medial préxima a la pars intermedia de la hipofisis.
animales knock out, el nucleo presentd ;. Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001
un darea media de 12.59+0.34 umz,
oscilando entre 6.69 y 19.27 um?’. Significativamente menor que el hallado en las

hembras wild type (p<0.01).

Morfolégicamente la diferencia mas notable entre las células positivas a aprolactina
de las hembras wild type y las de las knock out en esta regién fue la distribucion de la
reaccion dentro del citoplasma. En los animales knock out (figuras 92 y 93), lo mas
frecuente era que la reaccidn se encontrara en una parte del citoplasma celular,
mientras que en las células de las hembras wild type la reaccion estaba esparcida por
casi todo el citoplasma (figuras 90y 91).

Ademas, en las hembras wild type los nucleos eran redondeados, mientras que en las
knock out eran rectangulares o irregulares.
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Figuras 49 a 52. Micrografias que muestran las células positivas a prolactina en la regidon medial préxima a la pars
intermedia de la hipéfisis de hembras wild type (figuras 90 y 91) y knock out (figuras 92 y 93).

Pi: pars intermedia de la hipofisis

barra en figuras: 10 um




Células de prolactina en la region dorsal infracavitaria de la hipofisis de hembras.

Las células positivas a prolactina en la re-
gion dorsal infracavitaria presentan una
disposicion desigual al recorren la regién de
cefalico a caudal.

No obstante, las células son claamente mas
abundantes en las hembras wild type que
en las knock out, como puede apreciarse a
simple vista en las figuras 96 y 97.

Tras su cuantificacién, el porcentaje celular
(figura 94) fue significativamente mayor
(p<0.05) en las hembras wild type 40.18+3.45
que en las knock out 32.76+0.92.

La valoracion con respecto a la superficie
glandular, la densidad numérica, también
presentaba valores significativamente ma-
yores (p<0.01) en las hembras wild type
1.17+0.07, que en las knock out 1.02+0.15
(figura 95).
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Figura 94. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regién dorsal
infracavitaria de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.005
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Grafica que muestra la densidad

numérica de células positivas a prolactina en la
region dorsal infracavitaria de la hipdfisis.
WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.01



Figuras 96 y 97. Micrografias panordmicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la region dorsal infracavitaria de la hipdfisis de hembras wild type (figura 96) y knock out
(figura 97).

ch: caverna hipofisaria, pi: pars intermedia. Pi: pars intermedia de la hipofisis

barra en figuras: 25 pm




Morfométricamente, las células positivas a prolactina en la region infracavitaria de
los animales hembra wild type presenta-

ron un area celular media de 52.66+0.83 60 1 Ratones Hembras, Dorsal
um?, oscilando entre 44.31y 78.69 pm?. | Infracavitaria
El drea nuclear media en estas células 50 | ’r
fue de 16.60+0.41 umz, oscilando entre " J OwT  OKO
8.42y 26.68 pm”. § 407
Las hembras knock out, presentaron }":
células significativamente menores que § 30 1
las observadas en las wild type g
(p<0.001). S 20 1
ok
El area celular media en las hembras +
knock out fue de 45.69+0.79 um?, osci- 107
lando entre 31.49 y 69.32 um>.
Hallazgos semejantes se encontraron al ° Celular | Nuclear |
estudiar el area nuclear media, que fue

2 . Figura 98. Grafica que muestra las areas celular
de 12.51+0.32 um?, oscilando entre 8.10 'su fica que mu ) war v
nuclear de las células positivas a prolactina en la regién

Yy 19.66 |J.m2. dorsal infracavitaria de la hipdfisis.
WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001

En las hembras wild type, las células po-
sitivas presentaron depdsitos citoplasmicos irregulares que ocupaban parcialmente la
superficie del mismo.

Se disponian proximas a vasos sanguineos formando cordones o claustros (figuras 99
y 100). En ocasiones guardaron una intima relacién con la luz de la caverna hipofisaria
(Figura 100).

Las células positivas en las hembras knock out, rara vez contactaban con la luz de la
caverna y solian aparecer formando cordones lineales discontinuos en relacién con
vasos sanguineos (figuras 101y 102).

En general la reaccidn citopldsmica se disponia hacia un polo de la célula y su intensi-
dad de coloracién era menor que en las hembras wild type.
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Figuras 99 a 102. Micrografias que muestran las células positivas a prolactina en la regién dorsal infracavitaria de
la hipdfisis de hembras wild type (figuras 99 y 100) y knock out (figuras 101 y 102).

ch: caverna hipofisaria

barra en figuras: 10 um




Células de prolactina en la region central medial de la hipofisis de hembras
wild type.

Ratones Hembras, Central

40 Medial
Como se aprecia en las figuras 105 y 106,

correspondioentes a hembras wild type y
knock out respectivamente, las células po-
sitivas a prolactia de la region central me-
dial de la hipdfisis aparecian dispersas por
toda la region.
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Tras su cuantificacion, en las hembras wild
type las células positivas a prolactina repre-
sentaban el 33.7712.67% de las células de 0 -
esta region, con una densidad numérica de
0.999+0.11 (figuras 103 y 104).

Porcentaje de células prolactina

Figura 103. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region central
medial de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001
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Ambos pardmetros fueron significativa- L2 Medial
mente menores en las hembras knock out |
con respecto a las hembras wild type 1 !
(p<0.001). S %

= 08 7 ]
Las hembras knock out presentaron un = '
porcentaje medio de 23.07+0.66 y una den- = 0,6 -
sidad numérica de 0.762+0.03 (figuras 103 |
y 104). % 04 -

[an)]

0,2 -
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Figura 104. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region entral medial de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001
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Figuras 105 y 106. Micrografias panoramicas que muestran el patron de positividad y distribucidn de las células
positivas a prolactina en la region central medial de la hipdfisis de hembras wild type (figura 105) y knock out
(figura 106).

barra en figuras: 25 pm




Las areas de las células positivas a prolactina de esta region de la hipofisis fueron difi-
ciles de medir debido a que por lo general eran células irregulares y, en muchas oca-
siones, se observaban fragmentos citoplasmicos positivos y no células enteras (figu-
ras 108 a 111). Cuando las células eran poligonales o redondeadas su delimitacion fue
mas sencilla, siendo estas las células que se usaron mayoritariamente para hacer los
calculos morfométricos.

Las células de las hembras wild type te- 70 | Ratones Hembras, Central
nian un area celular media de Medial
55.25+0.88 um?, oscilando entre 36.74 y 071
74.05 um>. 0 Ul BWT BKo
En las hembras knock out, la variabilidad '§ I
de tamafo fue muy grande, oscilando ?: 40
entre 26.45 y 83.17 umz, con un area 3
celular media de 46.32+1.41 pm? (figura § 30 1
107). =

20 - |
El area nuclear media en las hembras *
wild type fue de 19.01+0.43 um? osci- 10
lando entre 11.02 y 27.02 um>.
Las células de prolactina en las hembras 0 Celular ' Nuclear '
knock out presentaron un nucleo signifi-

cativamente (p<0,001) mas pequeﬁo que Figura 107. Grafica que muestra las areas celular y
| de | ild t , | nuclear de las células positivas a prolactina en la regién

el ae fas wi Ype, con un ?rea nuclear ventral lateral de la hipdfisis.

media de 14.01+0.52 pm®, oscilando  WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001

desde 6.98 hasta 29.59 um? (figura 107).
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Figuras 108 a 111. Micrografias que muestran las células positivas a prolactina en la regidn central medial de la
hipdfisis de hembras wild type (figuras 108 y 109) y knock out (figuras 110y 111).
barra en figuras: 10 pm




Células de prolactina en la region central lateral de la hipdfisis de hembras
wild type.

Ratones Hembras, Central
Como se aprecia en las figuras 114 y 115 40 7 Lateral

(wild type y knock out, respectivamente) la
disposicion de las células positivas a prolac-
tina en la regidon central lateral fue muy dis-
persa, las células estaban separadas unas de
otras y una vez cuantificadas no se aprecia-
ron diferencias significativas entre los dos
grupos de animales estudiados (figuras 112

30 A
25 1

15 A

Porcentaje de células prolactina
[\®]
(e

y 113). 10 7
5 -t
0 s
Los grupos celulares ventrales que se obser- OwWT OKO
van en la figura 115 pertenecen a la region
ventral lateral. Figura 112. Grafica que muestra el porcentaje de

células positivas a prolactina en la regién ventral
medial de la hipofisis.
WT: Wild Type, KO: Knock Out.

El porcentaje medio en las hembras wild
type fue de 32.6611.69 y la densidad numé-
rica de 1.022+0.07.

Ratones Hembras, Central
1,2 - Lateral

En las hembras knock out fueron de |
31.56+1.05y 1.034+0.02, respectivamente. 17 ' '

Densidad numérica
=
(@)
1

OwT OKO

Figura 113. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region ventral medial tuberal de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figuras 114 y 115. Micrografias panordmicas que muestran el patron de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regidn central lateral de la hipofisis de hembras wild type (figura 114) y knock out
(figura 115).

barra en figuras: 25 pm
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Las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina en la regidn cen-
tral lateral se asemejan mucho a las de las observadas en la regidon central medial,
también eran células irregulares y en muchas ocasiones se observaban fragmentos
citoplasmicos y no células enteras (figuras 117 a 120).

A diferencia de lo que ocurria al analizar 60 1 Ratones Hembras, Central
el porcentaje y la densidad numérica, si Lateral
se apreciaron diferencias estadistica- 50 1
mente significativas (p<0.001) al estudiar OWT OKO
el tamaiio celular nuclear (Figura 116). 2 40 - ’II<

= 1

3
Las hembras wild type presentaron un § 30 1
drea celular media de 50.32+0.67 pm?, g
oscilando entre 38.86 y 63.80 pm?’ S 20
mientras que en las knock out el darea I *
celular media fue de 38.41+0.91 umz, 10
oscilando entre 21.51 y 55.27 um?®.

0 . .
Celular Nuclear

Figura 116. Grafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la region
central lateral de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001
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Figuras 117 a 120. Micrografias panoramicas que muestran las células positivas a prolactina en la regién dorsal
tuberal de la hipéfisis de hembras wild type (figuras 117 y 118) y knock out (figuras 119 y 120).
barra en figuras: 10 um




Andlisis Morfologico de las Células de Prolactina.

Células de prolactina en la regidn dorsal tuberal de la hipofisis de machos.

La region dorsal tuberal de la hipofisis de
los ratones machos, wild type y knock out,
presenta células de prolactina agrupadas
principalmente en el punto de confluencia
de esta region con la region dorsal (figuras
123y 124).

Praticamente no se encontraron células
positivas que contactaran con la luz de la
caverna hipofisaria (ch en figuras 123 y
124).

Las células de esta regiéon fueron mas reac-
tivas en los animales wild type (figura 123)
que en los knock out (flecha en figura 124).

El porcentaje de células de la regién dorsal
tuberal positivas a prolactina en los machos
wild type fue del 45.30£3.34% (figura 121)
y su densidad numérica fue de 1.033+0.02
(figura 122).

Como se aprecia en dichas figuras, tanto el
porcentaje, 31.58+2.20 como la densidad
numeérica 0.804+0.05, fueron significativa-
mente menores en los ratones machos
knock out (p<0.005).
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Figura 121. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region dorsal
tuberal de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.005
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Figura 122. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region dotsal tuberal de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.005




Figuras 123 a 124. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regién dorsal tuberal de la hipdfisis de machos wild type (figura 123) y knock out
(figura 124).

ch: caverna hipofisaria

barra: 25 um




Las células positivas a prolactina de esta regidon en los ratones wild type eran
ovaladas o redondeadas con un citoplasma bien reactivo que dejaba un halo no
reactivo yuxtanuclear, area negativa del aparato de Golgi.

En los machos knock out, la mayoria de las células aparecieron como células veladas
escasamente reactivas. Junto a ellas, en la intersecién con la regidon dorsal se
observaron células bien teiidas y agrupadas.

I:os ammalesIW|.Iq ty.pe presentaron un -0 - Ratones Machos, Dorsal
area celular significativamente (p<0.001) Tuberal
mayor en los machos wild type 60 4 |
61.14+1.09 umz, oscilando entre 37.29 y
85.56 um’ que la observada en los w50 - BwT DKo
machos knock out 44.46%1.36 pm? -c% T
oscilando entre 29.55 y 84.86 um?®. —c‘: 40 -
En torno al 24% del area celular esta §
, © 30 A
ocupada por un nucleo redondeado y de 5
disposicién central. = 20 -
En los machos wild type, el drea nuclear Boko
media fue de 14.54+0.27 um?, significati- 10 1
vamente mayor (p<0.01) que la de los
machos knock out 13.14+0.35 um?. 0 Celular ' Nuclear '

Figura 125. Grdafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regién
dorsal tuberal de la hip&fisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001, **: p<0.01
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Figuras 126 a 129. Micrografias panoramicas que muestran las caracteristicas mas llamativas de las células
positivas a prolactina en la region dorsal tuberal de la hipdfisis de machos wild type (figuras 126 y 127) y knock
out (figuras 128 y 129).

ch: caverna hipofisaria

barra: 10 um




Células de prolactina en la region dorsal de la hipofisis de machos.

La regidon dorsal en los machos esta muy
poblada de células positivas a prolactina en
su zona marginal, disminuyendo considera-
blemente las células positivas segun se inte-
rioriza (figuras 132y 133).

El porcentaje medio (figura 130) de células
positivas en los machos wild type fue de
45.46+2.04, significativamente mayor (p<0.01)
gue el observado en los machos knock out,
38.20+2.33.

Hallazgos semejantes se encontraron al
analizar la densidad numérica (figura 131)
que fue de 1.24+0.04 en los wild type, signi-
ficativamente mayor (p<0.01) que en los
knock out en los que alcanzd valores de
1.033+0.03.
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Figura 130. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regidn dorsal de
la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.01
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Figura 131. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region dorsal de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.01




Figuras 132 a 133. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la region dorsal de la hipéfisis de machos wild type (figura 132) y knock out (figura 133).
ch: caverna hipofisaria

barra: 25 pm




Como se aprecia en las figuras 135 y 136 las células positivas a prolactina en la region
dorsal de los machos wild type fueron células redondeadas o poligonales, con un
nucleo central y un citoplasma bien tefido, el drea negativa del aparato de Golgi era

evidente y dispuesta perinuclearmente.

Los machos knock out presentaron células intensamente reactivas, mas irregulares en
su forma y generalmente con un area golgiana menos manifiesta que en los wild

type. Pero junto a ellas aparecian células
mas pequefias, mucho menos reactivas
(flechas en figuras 137 y 138).

El area celular media en los machos wild
type fue de 52.35+0.62 um?’, oscilando
entre 29.59 y 83.09 um”.

Los machos knock out presentaron un
area celular significativamente menor
(p<0.001), alcanzando un valor medio de
44.73+1.66 pm? y oscilando entre 24.12
y 100.58 pm®.

El area nuclear media en los wild type fue
de 13.51#0.35 pm’ significativamente
mayor (p<0.001) que la hallada en los
machos knock out, 11.80+0.35 umz.
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Figura 134. Grafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regiéon
dorsal de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001
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Figuras 135 a 138. Micrografias panoramicas que muestran las caracteristicas mas llamativas de las células
positivas a prolactina en la regién dorsal tuberal de la hipdfisis de machos wild type (figuras 135 y 136) y knock
out (figuras 137 y138).

ch: caverna hipofisaria

barra: 10 um




Células de prolactina en la regidn lateral de la hipdfisis de machos.

De forma parecida a lo que acontecia en la
region dorsal de la hipofisis, en la regidn
lateral las células positivas a prolactina se
agrupan preferentemente en las zonas
marginales, sin que en este hallazgo haya
diferencias entre los animales wild type
(figura 141) y los knock out (figura 142).

Aunque las diferencias observadas en el
porcentaje de células positivas (figura 139) y
la densidad numérica (figura 140) entre los
machos wild type y los knock out eran me-
nores que en otras regiones de la hipdfisis,
las diferencias fueron significativas (p<0.01).

El porcentaje medio en los machos wild
type fue 47.21+£1.04 y en los knock out fue
38.91+1.82.

La densidad numérica en los wild type fue
1.293+0.05 vy, en los knock out, 0.963+0.04.
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Figura 139. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region lateral de
la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.01
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Figura 140. Grafica que muestra la densidad
numeérica de células positivas a prolactina en la
region lateral de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.01




Figuras 141 a 142. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la region lateral de |a hipofisis de machos wild type (figura 141) y knock out (figura 142).
barra: 25 um




A diferencia de lo que ocurria en las

hembras, la regién lateral de la hlpéfISIS 50 - Ratones Machos, Lateral
de los machos no mostré diferencias
significativas en el tamaino del area ce- 45 1 I }
lular o del area nuclear entre animales 40 o o
wild type y animales knock out (figura WwT HKO
2 35 -
143). S
£ 30 -
T
. S 25 -
Los machos wild type presentaron un Z
area celular media de 43.12+0.80 pum?, S 20 1
oscilando entre 30.13 y 69.4 um>. = 15 -
En torno al 28% de la célula estaba ocu- 10 1 '
pada por el nucleo que presentaba un
area nuclear media de 12.03+0.28 pm”. 5]
Estos nucleos eran ovalados y muchas 0 ' '
. Celular Nuclear
veces presentaban nucleolo (figura 144).

Figura 143. Grafica que muestra las dreas celular y

, nuclear de las células positivas a prolactina en la region
En los machos knock out, el drea celular  |era) de 1a hipsfisis.

media fue de 43.74+1.17 pm?, oscilando ~ WT: Wild Type, KO: Knock Out,
entre 18.01 y 72.04 um?, de las que el
nlcleo ocupaba 11.12+0.31 um®.

En estos animales los nucleos eran redondeados o irregulares y generalmente sin nu-
cleolo.
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Figuras 144 a 145. Micrografias panoramicas que muestran las caracteristicas mas llamativas de las células
positivas a prolactina en la regién lateral de la hipdfisis de machos wild type (figura 144) y knock out (figura 145).
ch: caverna hipofisaria

barra: 10 pm




Células de prolactina en la regidn polar de la hipofisis de machos.

Aunque el porcentaje de células positivas a
prolactina (figura 146) y su densidad numé-
rica (figura 147) son parecidos a la observa-
da en las hembras, la distribucion de las
células en la regidn polar de la hipdfisis de
los machos fue muy diferente, con grupo
celulares compactos dispuestos sobre todo
en las zonas marginales (figuras 148 y 149).

Un animal knock out presentd un quiste
hipofisario situado dorsalmente a esta re-
gion (asterisco en figura 149). Este quiste no
fue positivo a prolactina en su epitelio o su
contenido. Tampoco afectd a la morfologia
celular, al nimero de células o a su tamano,
por lo que fue incluido en el estudio. Siendo
excluido en el estudio de la regidn central
lateral que se veia muy afectada ya que
ocupaba casi por entero la misma.

El porcentaje de células positivas a prolacti-
na en la region polar de la hipdfisis de los
machos wild type fue 56.78%3.13 (figura
146), el mayor de los observados en los ma-
chos wild type. Su densidad numérica (figu-
ra 147) también fue la mas alta, alcanzando
un valor medio de 1.412+0.01.

En los machos wild type, el porcentaje y la
densidad numérica observados en la regién
polar también fueron los mas altos de todas
las regiones de la hipodfisis de los machos,
pero fueron significativamente menores
(p<0.01) que los observados en los machos
wild type, alcanzando valores medios de
46.2615.37 y 1.18310.2, respectivamente.
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Figura 146. Grdafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region polar de la
hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.001
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Figura 147. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
regién polar de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001




Figuras 148 a 149. Micrografias panordmicas que muestran el patrén de positividad y distribucidn de las células
positivas a prolactina en la region polar de la hipdfisis de machos wild type (figura 148) y knock out (figura 149).
barra: 25 um




En los machos wild type, las células posi-
tivas a prolactina de esta regién presen-
taron un area celular media de 50.87+
1.23 um?, oscilando entre 29.10 y 88.66
um?, significativamente mayor (p<0.05)
que la observada en los machos knock
out, 46.61+1.22 umz, gue a su vez osci-
laba entre 21.61y 84.98 um”.

El area nuclear media en los wild type
fue de 13.59+0.29 pm?, significativamen-
te mayor (p<0.05) que la observada en
los machos knock out, 11.92+0.34 umz.
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Figura 150. Grafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la region
polar de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.05

Las células positivas en los machos wild type se agrupaban en islotes de células poli-
gonales (figura 152) o claustros de células cilindricas (figura 151).

En los machos knock out formaban cordones de células redondeada o poligonales
(figura 153) o claustros de células irregulares (figura 154).
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Figuras 151 a 154. Micrografias panoramicas que muestran las caracteristicas mas llamativas de las células
positivas a prolactina en la region polar de la hipdfisis de machos wild type (figuras 151 y 152) y knock out
(figuras 153 y 154).

barra: 10 pm




Células de prolactina en la region ventral lateral de la hipofisis de machos.

El porcentaje medio de células positivas a
prolactina en la region ventral lateral de la
hipdfisis (figura 155) de los machos wild
type fue de 49.4313.77, significativamente
mayor (p<0.01) que el observado en Ia
misma regién de los machos knock out,
40.5316.4.

La distribucidn de las células en esta region
fue mucho mas homogénea en los machos
wild type (figura 157), en lo que se dispo-
nian marginalmente, que en los knock out
(figura 158) en los que habia zonas margina-
les con muchas células y otras que practi-
camente carecian de células positivas.

Esta irregularidad en la distribucién es la
razoén principal de que al analizar el nUmero
de células referidas a la superficie, siendo
mayor en los machos wild type, 1.035£0.13,
que en los knock out, 0.992+0.13, las dife-
rencias no alcanzaran significacion estadis-
tica.
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Figura 155. Grdfica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region ventral
lateral de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.01
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Figura 156. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region ventral lateral de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.




Figuras 157 a 158. Micrografias panoramicas que muestran el patron de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regidn ventral lateral de la hipdfisis de machos wild type (figura 157) y knock out
(figura 158).
barra: 25 um




Si se F)bservan las figuras 1GQ Ia 163, se -0 . Ratones Machos, Ventral
aprecia claramente que la regién ventral Lateral
lateral de la hipdfisis de los machos pre-
senta células positivas a prolactina muy 60 1 |
diversas en su forma, el patrén de reac- | * OWT OKO
cion citoplasmica, o la forma y disposi- o 50 - h
cion del nucleo. }3 !
T 40 -
3
Principalmente debido al tamafio de las S
células marginales de esta region, el ; 307
area celular media de las células positi-
vas en los machos wild type (figura 159) 20 1
fue de 56.32+1.28 p.mz, oscilando entre I *_*
33.67 y 95.02 umz, significativamente 10 1
mayor (p<0.01) que la observada en los
machos knock out en los que alcanzé un 0 ; .
valor de 48.00+1.51 umz, oscilando en- Celular Nuclear
tre 20.16 y 110.07 umz, valores extre-

mos minimo y maximo gue ponen de  Figura 159. Grafica que muestra las areas celular y
‘e ST nuclear de las células positivas a prolactina en la regién
manifiesto la gran variabilidad celular en S
ventral lateral de la hipdfisis.
estos animales. WT: Wild Type, KO: Knock Out. *: p<0.01; **:p<0.05

La variabilidad en el tamafio nuclear no fue tan manifiesta, siendo significativamente
(p<0.05) mas grandes los nucleos en los animales wild type que en los knock out.

El drea nuclear media en los machos wild type fue de 13.98+0.43 pm”y en los knock
out de 12.18+0.32 um”.
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Figuras 160 a 163. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina
en la regidn ventral lateral de la hipdfisis de machos wild type (figuras 160 y 161) y knock out (figuras 162 y 163).
barra: 10 pm




Células de prolactina en la region ventral medial de la hipdfisis de machos.

Al igual que ocurria en la regién ventral la-
teral de la hipdfisis, en la region ventral
medial se observa un alto porcentaje de
células positivas a prolactina.

El 44.95+3.55% de las células de esta region
hipofisaria en los machos wild type fueron
células positivas a prolactina, siendo la den-
sidad numérica media de 0.951+0.08.

En los ratones knock out para aromatasa, el
40.6915.68% de las células de esta regién
eran positivas a prolactina, mientras que la
densidad numérica era del 0.951+0.14.

Como se aprecia en las figuras 164 y 165,
ninguno de estos parametros mostré dife-
rencias estadisticamente significativas en-
tre los animales wild type y los knock out
para aromatasa.

En esta regidon y en los dos grupos estudia-
dos, también eran mas llamativas las célu-
las dispuestas marginalmente que las del
interior de la glandula (figuras 166 y 167).
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Figura 164. Grifica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regidon ventral
medial de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 165. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
regién ventral medial de la hip&fisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.




Figuras 166 a 167. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la region ventral medial de la hipdfisis de machos wild type (figura 166) y knock out
(figura 167).
barra: 25 um




En los machos wild type (figura 168), el
area celular media de las células positi-
vas a prolactina fue 64.15+0.74 pm?, os-
cilando entre 28.99 y 125.14 um’ en
esta region se encontraron las células
positivas a prolactina de mayor tamaiio,
como lo demuestra su valor medio y el
valor maximo. El area nuclear también
presentd las mayores dimensiones de
todas las regiones hipofisarias de los
animales wild type, siendo el area nucle-
ar media de 15.09+0.35 um?®.

La region ventral medial de la hipdfisis
de los machos knock out presentd las
células positivas a prolactina de mayor
tamafo al compararlas con las de otras
regiones de la hipdfisis; sin embargo, el
area celular media fue significativamen-
te inferior (p<0.05) a la observada en los
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Figura 168. Grafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la region
ventral medial de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.05

wild type, alcanzando un valor medio de 57.26+1.66 um?’, oscilando entre 29.12 y

116.56 pm?.

En esta region el area nuclear presentd un tamafio semejante al observado en los
animales wild type, siendo su area nuclear media de 15.27+0.34 um?.

Como se aprecia en las figuras 169 a 172, en la regidn ventral medial de la hipdfisis,
las células tienden a agruparse formando islotes. Suelen ser células redondeadas o
cuadradas con un nucleo redondeado de disposiciéon central, excepto en aquellas
células en las que el contacto con el vaso es evidente en la que se suele polarizar

hacia el lado contrario (figura 170).

Las células de los animales knock out presentaron una reaccion citoplasmica granular
mas gruesa que la observada en los animales wild type (figuras 171y 172).
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Figuras 169 a 172. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina
en la regién ventral medial de la hipdfisis de machos wild type (figuras 169 y 170) y knock out (figuras 171y 172).
barra: 10 pm




Células de prolactina en la region medial préoxima

hipofisis de hembras wild type.

Las células de prolactina de la regiéon medial
proxima a la pars intermedia presentaron
como hallazgo mas llamativo su débil inten-
sidad de reaccion. Este hallazgo se observo
en los dos grupos de machos estudiados,
aunque fue mas llamativo en los animales
wild type (figura 175) que en los knock out
(figura 176).

El porcentaje de células positivas en los
animales wild type fue de 29.27+2.45% y en
los machos knock out de 27.28+2.29% (figu-
ra 173) sin que se observaran diferencias
significativas entre los dos grupos.

Al analizar la densidad numérica, las dife-
rencias fueron aln menores, con una den-
sidad numérica media de 0.812+0.04 en los
wild type y de 0.84310.17 en los knock out,
diferencias que no fueron significativas (fi-
gura 174).

128

a la pars intermedia de

30

25

20

15

10

Porcentaje de células prolactina

35 1

Ratones Machos, Medial
Pars intermedia

OwT OKO

Figura 173. Grifica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la region medial
proxima a la pars intermedia de la hipofisis.
WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 174. Grifica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region medial proxima a la pars intermedia de la

hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.



Figuras 175 a 176. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regién medial préxima a la pars intermedia de la hipé&fisis de machos wild type (figura
175) y knock out (figura 176).

pi: pars intermedia

barra: 25 um




Las células positivas a prolactina en esta regidn hipofisaria de los animales wild type
se caracterizaron por presentar una reacciéon débil y puntiforme que afectaba a pe-
qguefias zonas del citoplasma celular, siendo negativo el resto de la célula (figuras 178
y 179).

En los animales knock out, la reaccion 60 - Ratones Machos, Medial Pars
estaba mas expandida, con un aspecto Intermedia
granular fino y baja intensidad de reac- |
cion, aunque esta ultima, en general, fue 50 1 ! ’ll‘
superior que la observada en los wild | OWT  OKO
type (Figuras 180y 181). S 40 -

(39

=

5
En ambos grupos de animales, los nucle- o 30 1
os variaban mucho en su forma y no S
presentaban nucleolo. = 20 -

. X

El area celular media en los machos wild 10 -
type alcanzé valores de 51.35+1.11 pm?,
oscilando entre 26.46 y 75.22 um?. .
Como muestra la grafica de la figura 177, Celular Nuclear
en los machos knock out el area celular

media fue significativamente MEeNOr  Figura 177. Grafica que muestra las areas celular y

(p<0-05) que la observada en los wild ty— nuclear de las células positivas a prolactina en la region
medial proxima a la pars intermedia de la hipdfisis.

pe, alcanzando valores de 45.99%1.09  \wr. wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.05

um?, oscilando entre 31.13 y 64.29 um”.

Algo semejante se aprecio al estudiar las areas nucleares cuyo valores medios fueron
de 14.96+0.39 um? en los wild type y de 13.17+0.32 um?” en los knock out (p<0.05).
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Figuras 178 a 181. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina
en la regién medial préxima a la pars intermedia de la hip6fisis de machos wild type (figuras 178 y 179) y knock
out (figuras 180 y 181).

barra: 10 pm




Células de prolactina en la region dorsal infracavitaria de la hipéfisis de hem-

bras wild type.

Las células de prolactina en la regidn dorsal
infracavitaria de la hipodfisis de los machos
ArKO no presentaron diferencias significati-
vas en lo relativo al porcentaje de células
positivas (figura 182) o de su densidad
numérica (figura 183).

Morfolégicamente se constatd que en los
animales wild type las células de prolactina
aparecian principalmente por debajo del
epitelio de la caverna hipofisaria (figura
184).

En los animales ArKO la positividad en célu-
las que contactaban con la caverna fue mu-
cho mas evidente (figura 185), si bien tam-
bién se apreciaban células en profundidad
parecidas a las de los wild type.
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Figura 182. Grafica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regién dorsal
infracavitaria de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 183. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
regidn dorsal infracavitaria de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.




Figuras 184 a 185. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regidn dorsal infracavitaria de la hipdfisis de machos wild type (figura 184) y knock out
(figura 185).

ch: caverna hipofisaria

barra: 25 um




A mayores aumentos se aprecié que las
células positivas en los animales wild
type (figuras 187 y 188) eran mas irregu-
lares y poligonales que las de los ArKO
(figuras 189 y 190) que por lo general
fueron mas redondeadas.

En ambos grupos la reacciéon inmunoci-
toquimica fue muy irregular, por lo ge-
neral débil.

Destacando la ausencia de nucleolos y la
presencia abundante de un area negati-
va perinuclear.

El tamafio de las células fue ligeramente
menor en los ArKO que en los wild type,
aunque estas diferencias no alcanzaron
valores significativos (Figura 186).

El drea celular media en los animales wild type fue de 47.81+0.76 um?, oscilando en-

tre 27.88 y 64.91 um®.

Los animales ArKO presentaron un area celular media de 45.9620.96 pm?®, oscilando

entre 28.34 y 67.48 um>.

Al analizar el area nuclear, se aprecié un descenso en los animales ArKO, 13.15+0.27
um?, con respecto a los wild type, 14.76+0.29 pm” que, en este caso, si alcanzé dife-

rencias significativas (p<0.05).
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Figura 186. Grafica que muestra las areas celular vy
nuclear de las células positivas a prolactina en la region
dorsal infracavitaria de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.05
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Figuras 187 a 190. Micrografias que muestran las caracteristicas morfoldgicas de las células positivas a prolactina
en la regidn dorsal infracavitaria de la hipofisis de machos wild type (figuras 187 y 188) y knock out (figuras 189 y
190).

barra: 10 pm

ch: caverna hinofisaria




Células de prolactina en la region central medial de la hipofisis de machos.

Al estudiar la regidon central medial de la
hipofisis de los machos no se observaron
diferencias en el nimero de células positi-
vas a prolactina entre los machos knock out
y los wild type. Como muestran las figuras
191, relativa al porcentaje celular, y la figu-
ra 192, relativa a la densidad numérica.

Las células en esta regidon presentaron una
inmunorreactividad muy débil y sin grandes
diferencias entre los animales wild type
(figura 193) y los ArKO (figura 194).
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Figura 191. Grdfica que muestra el porcentaje de
células positivas a prolactina en la regidon central
medial de la hipofisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figura 192. Grafica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region central medial de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.




Figuras 193 y 194. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucion de las células
positivas a prolactina en la regién central medial de la hipdfisis de machos wild type (figura 193) y knock out
(figura 194).
barra: 25 pm




La figura 195, en la que se muestran los
valores de las dareas celular y nuclear
medias de las células positivas a prolac-
tina en la regidén centro medial, es cla-
ramente indicativa de que no se encon-
traron diferencias en el tamafio de estas
células entre los animales wild type y los
ArKO.

Lo mismo ocurrié al analizar a grandes
aumentos los rasgos morfoldgicos de las
células positivas a prolactina en los rato-
nes machos wild type (figuras 196 y 197)
y los ArKO (figuras 198 y 199).
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Figura 195. Grafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la region
central medial de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figuras 196 a 199. Micrografias panordmicas que muestran el patrén de positividad y distribucidn de las células
positivas a prolactina en la regién central medial de la hipofisis de machos wild type (figuras 196 y 197) y knock
out (figuras 198 y 199).

ch: caverna hipofisaria

barra: 10 um




Células de prolactina en la regidn central lateral de la hipofisis de machos.
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Figura 201. Grifica que muestra la densidad
numérica de células positivas a prolactina en la
region central lateral de la hipdfisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out.
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Figuras 202 y 203. Micrografias panoramicas que muestran el patrén de positividad y distribucidn de las células
positivas a prolactina en la regidn central lateral de la hipdfisis de machos wild type (figura 202) y knock out
(figura 203).

ch: caverna hipofisaria

barra: 25 pm




Aunque no se apreciaron diferencias significativas en el numero de células positivas a
prolactina, al analizar su tamafio si que aparecieron diferencias significativas entre los
machos wild type y los ArKO (figura 204).
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El area celular media en los machos wild Lateral
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36.62 y 78.80. En los machos ArkO el >0
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rior (p<0.001) alcanzando un valor me- § 40 - :
dio de 41.38+1.07 umz, oscilando entre _g
20.83y 64.18 um”. S
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mafo nuclear, con un area nuclear me- O
dia de 13.41+0.25 um? para los animales 10
wild type, y de 9.79+0.30 pm” para los
ArKO. 0 . .
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Figura 204. Grafica que muestra las areas celular y
nuclear de las células positivas a prolactina en la regién
central lateral de la hip&fisis.

WT: Wild Type, KO: Knock Out. *:p<0.001

A grandes aumentos, llama la atencidén que la reaccion inmunocitoquimica se deposi-
taba formando acumulos irregulares que no afectaban a la totalidad del citoplasma
(figuras 205 a 208).
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Figuras 205 a 208. Micrografias panoramicas que muestran el patron de positividad y distribucidn de las células
positivas a prolactina en la regidn central lateral de la hipéfisis de machos wild type (figuras 205 y 206) y knock
out (figuras 207 y 208).

barra: 10 pm
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Comentarios sobre la Metodologia empleada.

Gran parte de los objetivos de esta Tesis Doctoral estaban dirigidos a comprobar si el
la actuacion de la aromatasa P450 influia de manera importante sobre las células
hipofisarias productoras de prolactina.

En el estudio hemos utilizado dos tipos de técnicas: inmunocitoquimicas para valorar
la especificidad de las células a estudiar, y morfométricas, para comprobar de manera
objetiva los cambios habidos en el nUmero de células de prolactina, en su area celular
y en su area nuclear.

Por ello en esta discusidon, comentaremos estas técnicas, para pasar a comentar des-
pués los resultados obtenidos.

Inmunocitoquimica.

Mediante los métodos de la inmunocitoquimica in vivo o in vitro, se pueden caracte-
rizar las células de la hipofisis anterior que contienen hormonas o péptidos.

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

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

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

En nuestro estudio hemos utilizado una solucion fijadora ampliamente experimentada en
nuestro laboratorio, el paraformaldehido al 4% en tampdn fosfato, como demuestran gran
numero de publicaciones sobre el estudio inmunohistoquimico de la hipdfisis, algunas de las
cuales se recogen en este trabajo. Asi comprobamos que, aun cuando la cantidad de hor-
mona o péptido era pequeiia, dicha solucion se revelaba como un excelente fijador para el
estudio inmunocitoquimico de las hormonas hipofisarias en el raton.

Los controles que hemos realizado estan enmarcados dentro de los clasicamente des-
critos: test de dilucidn (Sternberger, 1979; Petrusz y col., 1976), test de sustitucion de
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reactivos (Hutson y col., 1979; Forssmann y col., 1981) y, el mds comun de todos, el
test de preabsorcién (Hutson y col., 1979; Buffa y col., 1979; Forssmanny col., 1981).

Al sustituir el suero anti-prolactina por tampdn de ensayo y por suero normal de conejo, ob-
tuvimos como resultado la abolicion total del producto de reaccion.

Realizamos controles de dilucion tanto para obtener la concentracion mds adecuada del
primer antisuero como para eliminar tinciones de fondo y otras reacciones; después de un
meticuloso test de dilucion comprobamos que la dilucion dptima del suero especifico fue de
1:300 para el anti-prolactina.

También hemos realizado preabsorcion del suero primario con prolactina (Sigma®) a razdn
de 10nM/100 ! de suero diluido, y en todos los casos obtuvimos la abolicién de la reaccion.

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

También se pueden detectar enzimas intracelulares mediante inmunohistoquimica,
como hemos hecho en nuestro laboratorio con la aromatasa P450 (Carretero y col.,
19993, b; 2003b).

Morfometria y Planimetria.

La segunda técnica empleada en este apartado, la aplicacion de métodos cuantitati-
vos morfométricos y estereoldgicos, intenta resolver el problema de la valoracion
morfoldgica subjetiva de la actividad celular. Estos métodos han evolucionado a lo
largo de los afios; en sus inicios, hace mas de treinta anos, se empleaban métodos
manuales, pero en la actualidad, el empleo de los ordenadores y la digitalizacion de
imagenes permite hacer anadlisis automaticos o semiautomaticos en los que el opera-
dor no interfiere en la medida.

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

Estos autores llegaron a esta conclusion por un proceso intuitivo, pero los esfuerzos
de expertos en geometria integral y probabilidad han demostrado en varias ocasiones
la validez del principio de Delesse (Crofton, 1877; Delthiel, 1926; Bonnesen y Fenchel,
1934; Santalo, 1936; Blaschke, 1949).

Mayhew y Cruz (1973) trasformaron el principio de Delesse mediante la considera-
ciéon de un modelo de esfera concéntrica (toscamente similar a una célula) y consi-
guieron formulaciones bastante claras de esta relacion.
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Otros autores también han dejado claro que las ecuaciones usadas en estereologia
son mera manifestacion de un area mucho mas amplia de las matematicas, que se ha
denominado geometria multidimensional (Miles, 1972) o simplemente probabilidad
geométrica (Little, 1974).

La estereologia, término acufiado por la Sociedad Internacional de Estereologia (ISA) en
1961, esta basada en la probabilidad geométrica y permite la evaluacidon de estructuras
tridimensionales por extrapolacién de mediciones realizadas en secciones bidimensiona-
les, tras la aplicaciéon de medidas llevadas a cabo en secciones bidimensionales y axiomas
estereoldgicos, consiguiendo la medida de volumen, superficie y nimero de tejidos y
componentes celulares con microscopia dptica o electrénica (Rohry col., 1978).

Los métodos estereoldgicos son aquellos que se usan para derivar informacion tridimen-
sional a partir de la consideracion de imagenes bidimensionales. En sentido amplio, esto
incluird métodos de reconstruccion tridimensional usando secciones seriadas asi como
métodos cuantitativos extrapolables tratados con determinaciones numeéricas. Este Ulti-
mo concepto ha sido denominado estereologia cuantitativa (Underwood, 1970).

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

Los parametros abiertos a estudio por los métodos estereoldgicos incluyen: volume-
nes y areas de superficie de componentes fraccionarios, volimenes medios, areas de
superficie medias y densidad numérica de diferentes particulas o células dentro de un
tejido, asi como el tamafio y nimero de las mismas. Estos voliumenes, dreas, nimeros
y tamanos pueden ser estimados a partir de células o tejidos, o bien a partir de por-
ciones de los mismos.

En estereologia estricta, los valores para un componente dado son expresados como
densidades que relacionan su volumen, superficie o numero, con la unidad de volu-
men de una superficie de referencia dada. En morfometria simple, los valores se ex-
presan como la media aritmética de una poblacién de valores que resulta de tratar
estadisticamente las dreas o numeros referidos a areas o a poblaciones totales de un
pardmetro concreto.

Los efectos de tratamientos experimentales sobre la estructura celular y el curso a lo
largo del tiempo de distintos eventos morfoldgicos, pueden ser constatados de forma
precisa por medio del volumen, superficie o niumero de células o de sus organelas.
Con ello se evitan en gran medida los aspectos subjetivos y se pueden obtener datos
cuantitativos fiables y comparables. Por ello, los métodos estereoldgicos y morfomé-
tricos representan un avance importante en la microanatomia y en la investigacion
basica morfoldgica en neuroendocrinologia.

En nuestro laboratorio, han sido empleados en numerosas ocasiones técnicas y métodos es-
tereoldgicos o morfométricos para el estudio de la hipdfisis con gran eficacia y precision, de-
terminando el drea celular y el drea nuclear de forma semejante a como se ha realizado en
este trabajo.
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Es obvio que, para determinar la fraccién celular en un tejido (porcentaje de células
inmunopositivas y densidad numérica, en nuestro caso) es muy importante conside-
rar el método empleado para su cuantificacion. Los métodos histoldgicos suelen ma-
nejar muchas menos células que la citometria de flujo.

La cuantificacion normal a través de microscopio es un método seguro si analiza un
numero suficiente de células, aunque tiene el inconveniente de consumir mucho
tiempo, tanto mas cuanto mayor sea la poblacién celular considerada (Barnard y col.,
1987; Sheperd y col., 1988; Karamitopoulou y col., 1993).

El mayor problema radica en dilucidar cuantas células es necesario contar. Distintos
estudios tratan de valorar esta aproximacién (Aherne y col., 1977, 1982; Garcia y col.,
1987); habiendo empleado métodos semicuantitativos (Gatter y col., 1986; Garcia y
col., 1989), asi como el analisis de imagen (Schwartz y col., 1989).

En nuestro caso, hemos optado por la cuantificacion manual en campos de grandes aumen-
tos para determinar la fraccion positiva a prolactina, estimando que 4000 células por region
de la hipdfisis, elegidas aleatoriamente, fue un numero suficiente para obtener resultados
fiables estadisticamente.

Como comprobaremos al comentar los efectos de los distintos grupos de estudio, el marcaje
inmunocitoquimico ha permitido comprobar claramente los efectos sobre las células hipofi-
sarias que tienen las situaciones experimentales en nuestro estudio.

Los ratones knock out para la aromatasa (ArKO).

Un detalle importante, dentro del disefio experimental, es el modelo animal que
hemos empleado y su aceptacién y validacion internacional como animal de experi-
mentacion.

Para entender la validacion del modelo y su eleccion para la realizacion de este estudio, en
este capitulo de discusion, incluimos los hallazgos bibliogrdficos que relacionan en la litera-
tura a la aromatasa con la regulacion de la prolactina y, por tanto, de las células hipofisa-
rias que la producen.

En el cerebro existen grandes concentraciones de estrégenos que se sintetizan local-
mente gracias a la presencia de aromatasa (Cornil y col., 2006). La actividad de este
enzima puede ser modulada rdpidamente (en minutos o incluso segundos) por medio
de neurotransmisores (Hojo y col., 2004; Balthazart y col., 2006a; Balthazart y col.,
2006b). Este mecanismo origina cambios rdpidos y transitorios en la concentracion
local de estrogenos a nivel del cerebro.

Se ha descrito la presencia de aromatasa en el hipotdlamo, concretamente en el
nucleo predptico medial (Balthazart y col., 1993).

En los ratones ArKO hembras el eje hipotalamo-hipofisario-gonadal esta alterado de-
bido a la deprivacidon de estrégenos. Estos animales presentan concentraciones de
gonadotropinas mads elevadas que los ratones wild type (wt), probablemente como

150



resultado de esta ausencia de retrorregulacidon negativa, ya que cuando se les admi-
nistra una dosis baja de estradiol la concentracion de LH plasmatica disminuye hasta
niveles fisioldgicos (Britt y col., 2000, Liew y col., 2010).

Los ratones ArKO hembra son infértiles debido a |a alteracion de la foliculogénesis
y a la incapacidad para ovular, como muestra la ausencia de cuerpos luteos. La
anovulacién puede deberse también a los niveles persistentemente elevados de
LH y a la ausencia del pico preovulatorio de esta. Fruto de esta exposicién crénica
a la LH, sus ovarios presentan hiperplasia del estroma y quistes hemorragicos
(Britt y col., 2000).

Puede concluirse, por tanto, que el fenotipo ovarico de los ratones ArKO puede atri-
buirse a un ambiente hormonal alterado fruto de la ausencia de aromatasa que impi-
de la conversidn de andrégenos a estrégenos. Sin embargo, esta morfologia no con-
cuerda exactamente con la del sindrome de ovario poliquistico (SOP) de los humanos,
porgue no presentan engrosamiento de la teca interna.

Esta infertilidad, junto a las alteraciones testiculares de los machos ArkKO que también les
hace infértiles nos ha obligado a utilizar progenitores heterocigoticos para obtener ratones
machos y hembra ArKO para nuestro estudio.

En los ratones ArKO machos los niveles séricos de testosterona son mas altos que en
los wild type, y esta diferencia se mantiene en todas las edades (Fisher y col., 1998).
En primates y perros, la supresion de la aromatizacion origina un aumento de la con-
centracion de LH (Trunet y col., 1993).

En las ratas macho la situacidn parece ser diferente, ya que la administracion de un
inhibidor de la aromatasa no esteroideo durante un corto periodo de tiempo pro-
duce un aumento de la FSH pero no altera las concentraciones plasmaticas de LH.
Ademas, el aumento de la FSH ocurre en ausencia de cambios detectables en la
concentracion de estradiol, por lo que cabria pensar que este feed back negativo se
lleva a cabo por medio de la aromatizacion local de la testosterona dentro del hipo-
talamo vy la hipofisis.

In vitro, los inhibidores de la aromatasa, como el fadrozol, inducen un descenso del
tamafo de las células de prolactina que también presentan un descenso de su proli-
feracion (Carretero et al., 2013).

Los hallazgos que acabamos de detallar ponen de manifiesto que el modelo experimen-
tal empleado en nuestro estudio es un modelo aceptado y validado para el estudio de la
hipdfisis reproductora y, en particular, para el estudio de las células hipofisarias produc-
toras LH.

Siendo este el primer estudio realizado sobre los cambios que acontecen en este tipo celular
hipofisario ante la ausencia total de estrogenos por no producirse la aromatasa P450. Lo
que le da una gran importancia en la investigacion traslacional y otorga el cardcter de origi-
nalidad que debe aportar todo trabajo de Tesis Doctoral.
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Comentarios sobre los resultados obtenidos.

Ausencia de la aromatasa P450 y génesis de adenomas hipofisarios.

En general, los adenomas pituitarios constituyen el 15% de los tumores intracranea-
les. Aunque se consideran benignos, son causa de una morbilidad importante debido,
al incremento de secrecién hormonal y a una posible comprensiéon de estructuras
vecinas a la silla turca (Asa y Ezzat, 1998; Kaltsas y Grossman, 1998; Levy y Lightman,
2003; Ragel y Couldwell, 2004; Horvath y Kovacs, 2008).

Segun Asa y Ezzat (1998) y Kovacs y col. (2001) y teniendo en cuenta las caracteristi-
cas morfoldgicas y secretoras de la adenohipdfisis, se diferencian los siguientes tipos
de adenomas, por orden de frecuencia: Prolactinomas (si hay exceso de secrecion de
hormona prolactina), GHomas o somatotrofinomas (exceso de secrecion de hormona
GH, unido normalmente a la enfermedad de acromegalia o gigantismo), ACTHomas
(unido a la secrecién de hormona ACTH en enfermedad de Cushing), adenomas no
funcionantes (o adenomas que no presentan exceso de secrecién de ninguna hormo-
na, ni signos endocrinoldgicos) y los menos frecuentes, los adenomas que secretan
TSH, gonadotropinas o bien aquellos que secretan mas de una hormona. Sin embar-
go, los adenomas pituitarios pueden ser muy heterogéneos y con dificultad de tipaje
en muchos casos (Kovacs y col., 2001).

En la clasificacion de los adenomas antes expuesta, también se ha de tener en cuen-
ta, la llamada secrecién paraddjica (Cantalamessa y col., 1976; De Marinis y col,
1990). La secrecion paraddjica es aquella que se produce cuando una célula adenohi-
pofisaria determinada responde a una hormona hipotalamica que no es la especifica
de dicha célula; ello es debido a que la adenohipdfisis contiene, ademas, algunas
células multifuncionales de secrecién no ortodoxa, que elaboran dos hormonas ade-
nohipofisarias (células polihormonales) y que responden a varias hormonas hipo-
taldmicas liberadoras (células de multiple respuesta); este tipo celular puede estar
involucrado en la secrecion paraddjica y ademas, en la llamada “transdiferenciacion”
o cambio en el fenotipo celular de estas células, sin que exista divisiéon celular (Losa y
col., 1985; Cordido y col., 1994; Amsterdam y col., 1982; Fischer y col., 1992; Villalo-
bos vy col., 2004).

Los tumores hipofisarios, fundamentalmente los adenomas, constituyen entre el 10 y
el 15% de todos los tumores intracraneales (Ishibashi y Yamaji, 1985; Sarkar, 2006).
Los prolactinomas son los adenomas mas frecuentes y son considerados como tumo-
res monoclonales, que afectan a una sola estirpe celular de la hipdfisis, las células de
prolactina (Prezant y Melmed, 2002; Clayton y Farrel, 2004) lo que sugiere que pue-
den existir factores moleculares intrinsecos en las células de prolactina que darian
origen al tumor.

Los adenomas pituitarios productores de gran cantidad de Prolactina se denominan
prolactinomas y son de los mas numerosos. Son los mas frecuentes de la hipodfisis
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(Ishibashi y Yamaji, 1985). Uno de cada 2800 hombres y una de cada 1050 mujeres se
considera que poseen prolactinomas. Entre ellos tenemos los adenomas y los carci-
nomas secretores de Prolactina. Se admite también que algunos pacientes con acro-
megalia, son portadores de adenomas mixtos, al segregar hormona del crecimiento y
prolactina (Sarkar, 2006).

Como hemos dicho antes, los adenomas son tumores benignos y los carcinomas pre-
sentan malignidad. La iniciacién, desarrollo y progresién de los adenomas y su posible
paso a carcinomas hipofisarios, no es del todo conocida (Donangelo y Melmed, 2008);
Una alteracién del ciclo celular, la angiogénesis (Melmed, 2003; Levy y Lightman,
2003; Scheithauer y col., 2006), asi como de determinados cambios moleculares en
diversas proteinas estan siendo analizados.

Los adenomas pueden ser considerados, como funcionantes, si secretan gran canti-
dad de hormona o como endocrinologicamente inactivos al no secretar hormonas u
hormonas inactivas. Ademas, segun el tamano, como microadenomas y como ma-
croadenoma; si su diametro es mayor de 1 cm hablamos de macroadenoma y, en ca-
so contrario, como microadenoma, no importando los datos endocrinos que presen-
ten, segun Bevan (2008). La macroadenomas se diagnostican bien mediante técnicas
de imagen, mientras que los microadenomas es mas complicado, necesitando medios
adecuados para obtener imagenes de gran resolucion; sin embargo, mediante técni-
cas bioquimicas el diagndstico es facil y sencillo.

El patron de crecimiento de estos tumores puede ser, expansivo, dando lugar a un
crecimiento de la masa tumoral que, a su vez, provoca un aumento de presién sobre
el tejido normal de la hipdfisis y sobre la silla turca; también puede ser un crecimien-
to invasivo, rapido, alcanzando no solo el tejido normal de la gldndula sino también la
dura madre y estructuras parasellares, como el seno esfenoidal y seno cavernoso e
incluso alcanzar el quiasma optico y provocar alteraciones en el campo visual del pa-
ciente. Es muy raro que alcance la fosa posterior o la nasofaringe (Kovacs y col.,1991;
Vance, 2003; Kovacs y Horvath, 2005).

El problema de la vascularizacién es un hecho constatado en diversos tumores. Se
admite que la vascularizacidon es menor en los tumores hipofisarios en relacion con
las hipdfisis normales, cosa que no ocurre en otros tipos de tumores, como el de
prostata, mama, estdmago, donde hay un incremento de la angiogénesis; sin embar-
go, concretamente en los prolactinomas, la vascularizacién es mas manifiesta que en
otros tumores hipofisarios, como los adenomas que producen las hormona GH o FSH
(Turnery col., 2003).

Tanto los macroprolactinomas, los prolactinomas invasivos o los carcinomas tienen
una densidad de vasos superior a los que poseen los microadenomas, adenomas no
invasivos u otros adenomas hipofisarios. Ello puede darnos una pista sobre un origen
diferente de los microadenomas y macroadenomas (Turner y col., 2003).

La iniciacion, desarrollo y progresién de los adenomas y su posible paso a carcinomas
hipofisarios, no es muy conocida (Donangelo y Melmed, 2008).
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Los factores que pueden dar lugar a la génesis de los adenomas en general y de los
prolactinomas en particular son multiples. Se sabe que, en general, el envejecimiento
es causa de la aparicidn de adenomas; se ha comprobado en ratas viejas, aunque de-
pendiendo de la cepa estudiada, la existencia de adenomas hipofisarios espontaneos
en ratas maduras, la mayoria prolactinomas, entre un 10 y un 86% (Sarkar y col.,
1983). En nuestro laboratorio hemos encontrado un porcentaje alto de adenomas
espontaneos en ratas viejas, siendo la mayoria prolactinomas (Carretero, 2002).

Los estrégenos han sido muy estudiados como causa de induccién de tumores hipofi-
sarios productores de prolactina (Sadoul y col., 1992). En ratas de ambos sexos, ele-
vados niveles de estrogenos en suero y durante largos periodos de tiempo, causan
hiperplasia y/o adenomas (DeNicola y col., 1978; Wicklund y col., 1981).

En humanos transexuales, que recibieron fuertes dosis de estrégenos, aparecieron
prolactinomas (Gooren y col., 1988) Y existen evidencias claras de un crecimiento,
tanto de micro como de de macroprolactinomas, durante la terapia con estrégenos
(Garcia y Kapcala, 1995).

Mujeres que tomaron contraceptivos orales mostraron niveles altos de PRL (Carol y
col., 1988) y aquellas que tomaron estrégenos para el tratamiento de irregularidades
en la menstruacion, la incidencia de prolactinomas fue de 7 a 8 veces mas alta (Shy y
col., 1983). Estos datos sugieren que algunas mujeres son mads sensibles a los efectos
lactogénicos de los estrégenos exégenos y pueden tener mas riesgo del desarrollo de
prolactinomas (Luciano y col., 1985) lo que sugiere una base génica predeterminante.

Las células de secrecion paraddjica debido a la transdiferenciacién, como antes
apuntdbamos, pudieran ser un factor de iniciacion de los adenomas hipofisarios (Se-
novillay col., 2004).

Otro factor a tener en cuenta, es una mas de las causas que se sefialan en la génesis
de los adenomas es la angiogénesis (Melmed, 2003; Levy y Lightman, 2003; Scheit-
hauer y col., 2006). Es cierto que la vascularizacién es menor en los tumores hipofisa-
rios en relacion con las hipdfisis normales, cosa que no ocurre en otros tipos de tu-
mores, como el de préstata, mama, estdmago, donde hay un incremento de la
angiogénesis; sin embargo, la vascularizaciéon en los adenomas que segregan PRL es
mas manifiesta que en otros tumores hipofisarios, como los adenomas que producen
las hormona GH o FSH (Turner y col., 2003).

Un posible paso de adenomas a carcinomas no es descartado en su globalidad. Si
hablamos de la génesis de los carcinomas pituitarios se considerd que los medios te-
rapéuticos empleados para extirpar los adenomas hipofisarios, tales como la hipofisec-
tomia transfrontal o transesfenoidal o la radioterapia, eran la causa de dichos tumores;
sin embargo, no hay ninguna evidencia que demuestre este punto de vista (Kaltsas y
Grossman, 1998; Ragel y Couldwell, 2004; Taylor y col., 1994; Brada y col., 1992).

Una presentacion de los carcinomas sin ningun antecedente previo no puede excluir-
se (Nose-Alberti y col., 1998; Roncaroli y col. 2003); la transformacién de los macroa-
denomas en carcinomas necesita un largo tiempo de evolucién (Wilson, 1982;
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Mountcastle y col. 1989; Pernicone y col., 1997; Kaltsas y Grossman, 1998; LLoyd vy
col. 2004) con la consecuente aparicion de modificaciones genéticas (Mountcastle y
col., 1989; Kaltsas y Grossman, 1998; Ragel y Couldwell, 2004), sabiéndose que en el
primitivo estado proliferativo aparezcan mutaciones monoclonales o policlonares y
alteraciones de oncogenes, asi como de genes supresores de tumores (Kaltsas y
Grossman, 1998; Zahedi y col., 2001; Asa y Ezzat, 2002).

Las alteraciones genéticas estan involucradas en la génesis y progresion de los prolac-
tinomas, incluyendo la pérdida de genes supresores de tumores, la sobreexpresiéon de
oncogenes y la expresion anormal de proteinas y moléculas intrinsecas, que mantie-
nen la estabilidad de los cromosomas.

En el trabajo que presentamos hemos realizado, con el objeto de poder afiadir algin
dato nuevo en el conocimiento de la génesis de los adenomas hipofisarios, la rele-
vancia que puede tener la aromatasa en la génesis de los adenomas hipofisarios
productores de prolactina —prolactinomas—, que se desarrollan espontdneamente
en el envejecimiento de los roedores.

En este aspecto, el estudio que presentamos es una parte de otro mas amplio des-
arrollado dentro de nuestro Departamento, por supuesto con el mismo objetivo, el
estudio de la génesis de los adenomas humanos.

En adenomas espontdneos de rata, Carretero y colaboradores (2002) demostraron
gue la aromatasa P450 se sobreexpresaba en la totalidad de los prolactinomas. Mas
recientemente (Carretero y col., 2013) estudiando adenomas hipofisarios humanos
no inducidos se comprobd que dentro de una serie de 87 adenomas humanos no in-
ducidos el 55% de ellos (48 tumores) fueron PRL positivos y que todos los prolacti-
nomas estudiados fueron aromatasa positivos. Ademas, el grado de proliferacion y
apoptosis en estos tumores dependia de la localizacion del coactivador estrogénico
AIB1, ligado a receptor estrogénico a.

El nuevo dato que aportamos a este respecto es que los animales knock out para la
aromatasa, ya sean machos o hembras, no desarrollan adenomas hipofisarios es-
pontdneos, al menos a las edades de aparicion en los animales wild type, lo que
vuelve a poner de manifiesto la relevancia del papel que la aromatasa puede des-
empedar en la génesis de estos tumores.

Prolactinomas y Aromatasa.

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

EL CYP19 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 insercién de atomos de oxi-
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geno, derivados del oxigeno molecular, dentro de moléculas organicas para dar lugar
a la formacion de grupos hidroxilos; por ello, la familia de proteinas citocromo P450
son monooxigenasas que catalizan muchas reacciones implicadas en el metabolismo
de drogas y la sintesis de colesterol, esteroides y otros lipidos.

En el caso de la aromatasa P450, el oxigeno molecular da lugar a la pérdida del grupo
metilo angular C19 del substrato esteroideo para transformarlo en acido férmico a la
vez que se produce la aromatizacién del anillo A para transformarlo en el anillo fené-
lico A, tipico de los estrégenos (Thompson vy Siiteri, 1974b).

Los diferentes transcritos de la aromatasa derivados del gen CYP19, derivan de la ex-
presion de los 9 exones del gen, comenzando a partir del exdn Il; mientras que la re-
gion 5’ de los transcritos es diferente dependiendo del tejido 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 trasladadas del exén | (Means y col., 1991; Kil-
gore y col., 1992; Toda y Shizuta, 1993).

La sintesis de aromatasa en la placenta estd dirigida por un promotor distal muy po-
tente el promotor I.1 (Means y col., 1991; Jenkins y col., 1993); en el ovario esta diri-
gida por el promotor Il; mientras que en el tejido adiposo lo esta por el promotor 1.4
(Meandro y col., 1991, 1993; Harada y col., 1993). En el cerebro, actua el promotor
1f, de forma especifica, al menos, en el hipotdlamo 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, independien-
temente del lugar de produccion.

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 tiene un UTR 5" mas corto
gue el transcrito de la variante 2. No obstante, como ya hemos comentado antes, la
proteina resultante de ambos transcritos es idéntica.

El exén | presenta un elemento de respuesta a glucocorticoides (también puede ser
para los andrégenos), un lugar Sp1 de unidn, un lugar de activacion para interferén-y,
el elemento GAS y un receptor soluble para interleucina-6.

La estimulacién de las células por factores como IL-6, IL-11 y oncostatina-M, en pre-
sencia de glucocorticoides, da lugar a la fosforilacién de residuos de tirosina en Jak1
y a la fosforilacion de STAT3 que se une al elemento GAS del promotor (Zhao y col.,
1995).

La transcripcion 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
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541 ATCATATTTAACAACAATCCAGAGCTCTGGAAAACAACTCGACCCTTCTTTATGAAAGCT

601 CTGTCAGGCCCCGGCCTTGTTCGTATGGTCACAGTCTGTGCTGAATCCCTCAAAACACAT
661 CTGGACAGGTTGGAGGAGGTGACCAATGAATCGGGCTATGTGGACGTGTTGACCCTTCTG
721 CGTCGTGTCATGCTGGACACCTCTAACACGCTCTTCTTGAGGATCCCTTTGGACGAAAGT
781 GCTATCGTGGTTAAAATCCAAGGTTATTTTGATGCATGGCAAGCTCTCCTCATCAAACCA
841 GACATCTTCTTTAAGATTTCTTGGCTATACAAAAAGTATGAGAAGTCTGTCAAGGATTTG
901 AAAGATGCCATAGAAGTTCTGATAGCAGAAAAAAGACGCAGGATTTCCACAGAAGAGAAA
961 CTGGAAGAATGTATGGACTTTGCCACTGAGTTGATTTTAGCAGAGAAACGTGGTGACCTG

1021 ACAAGAGAGAATGTGAACCAGTGCATATTGGAAATGCTGATCGCAGCTCCTGACACCATG
1081 TCTGTCTCTTTGTTCTTCATGCTATTTCTCATTGCAAAGCACCCTAATGTTGAAGAGGCA
1141 ATAATAAAGGAAATCCAGACTGTTATTGGTGAGAGAGACATAAAGATTGATGATATACAA
1201 AAATTAAAAGTGATGGAAAACTTCATTTATGAGAGCATGCGGTACCAGCCTGTCGTGGAC
1261 TTGGTCATGCGCAAAGCCTTAGAAGATGATGTAATCGATGGCTACCCAGTGAAAAAGGGG
1321 ACAAACATTATCCTGAATATTGGAAGGATGCACAGACTCGAGTTTTTCCCCAAACCCAAT
1381 GAATTTACTCTTGAAAATTTTGCAAAGAATGTTCCTTATAGGTACTTTCAGCCATTTGGC
1441 TTTGGGCCCCGTGGCTGTGCAGGAAAGTACATCGCCATGGTGATGATGAAAGCCATCCTC
1501 GTTACACTTCTGAGACGATTCCACGTGAAGACATTGCAAGGACAGTGTGTTGAGAGCATA
1561 CAGAAGATACACGACTTGTCCTTGCACCCAGATGAGACTAAAAACATGCTGGAAATGATC
1621 TTTACCCCAAGAAACTCAGACAGGTGTCTGGAACACTAGAGAAGGCTGGTCAGTACCCAC
1681 TCTGGAGCATTTCTCATCAGTAGTTCACATACAAATCATCCATCCTTGCCAATAGTGTCA
1741 TCCTCACAGTGAACACTCAGTGGCCCATGGCATTTTATAGGCATACCTCCTATGGGTTGT
1801 CACCAAGCTAGGTGCTATTTGTCATCTGCTCCTGTTCACACCAGAGAACCAGGCTACAAG
1861 AGAAAAAGCAGAGGCCAAGAGTTTGAGGGAGAAATAGTCGGTGAAGAAACCGTATCCATA
1921 AAGACCCGATTCCACCAAATGTGCTTTGAGAAGGATAGGCCTTCATTAACAAAATGTATG
1981 TCTGGTTCCCCAGTAGAGCTCTACTGCCTCAACCCAAGGGGATTTTTATGTCTGGGGCAG
2041 AAACACTCAAGTTGATTAGAAAGACCAGGCCAATGTCAGGGTACCTGGGGCCAAACCCAC
2101 CTGCTAGTGTGAATTAAAGTACTTTAATTTTGTTTTCTGTGGAGGTGGAAAAGCAACATT
2161 CATAGTCTTTGGAGAAATGCTTAGAAATTCAGCATTTGACCCTTGCTGTGAATTAAGCCC
2221 AATTAATTCCTGTTTGTCTACATATGATCTGTCTGTGGCAAAAGTTTAATCAGAGGAAAT
2281 TCTTTCCCAGTCTGTCGATTTATGCCTCAGCCACTTGCCTGTGCTACAATTCATTGTGTT
2341 ACCTGTAGATTCAGGTAATACAAACTATATATAATCATCAAGTAATACAAACTAATTTAG
2401 TAATAGCCTGGGTTAAGTATTATTAGGGCCCTGTGTCTGCTGTAGAAAAAAAAATTCACA
2461 TGATGCACTTCAAATTCAAATAAAAATCCTTTTGGCATGTTCCCATTTTTGCTTAGCTCA
2521 ATTAGTGTGGCTAACCAAGAGATAACTGTAAATGTGACATTGATTTGCTCTTACTACAGC
2581 TTCAGTGATTGGGGGAGGAAAAGTCCCAACCCAATGGGCTCAAACTTCTAAGGGGTACTC
2641 CTCTCATCCCCTTATCCTTCTCCCTCGACATTTTCTCCCTCTTTCTTCCCATGACCCCAA
2701 AGCCAAGGGCAACAGATCAGTAAAGAACGTGGTCAGAGTAGAACCCCTGAAGTATTTTTT
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 1tglfllvwn yegtssipgp gycmgigpli
61 shgrflwmgi gsacnyynrv ygefmrvwis geetliisks ssmfhimkhn hyssrfgskl
121 glqcigmhek giifnnnpel wkttrpffmk alsgpglvrm vtvcaeslkt hldrleevtn
181 esgyvdvltl Irrvmldtsn tlflriplde saivvkiqgy fdawqallik pdiffkiswl

241 ykkyeksvkd lkdaievlia ekrrristee kleecmdfat elilaekrgd ltrenvnqci
301 lemliaapdt msvslffmlf liakhpnvee aiikeiqtvi gerdikiddi gklkvmenfi
361 yesmryqgpvv dlvmrkaled dvidgypvkk gtniilnigr mhrleffpkp neftlenfak
421 nvpyryfqpf gfgprgcagk yiamvmmkai Ivtlirrfhv ktlggqeves igkihdlslh
481 pdetknmlem iftprnsdrc leh

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

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

En trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio habiamos demostrado la
existencia de la Aromatasa en la hipdfisis de rata mediante técnicas inmunocitoqui-
micas (Carretero y col. 1999a y b, 2002, 2003b) y la habiamos relacionado con la
génesis de los prolactinomas en roedores (Carretero y col., 2002) y en humanos (Ca-
rretero y col., 2013).

Se ha demostrado, en roedores, que los adenomas hipofisarios espontaneos son fre-
cuentes al avanzar la edad del animal (Berkvens y col., 1980; McComb y col., 1984;
Herzog y Schlote, 1992) y, dentro de ellos, los prolactinomas tienen la mayor inciden-
cia, llegando en algunas series a alcanzar hasta un 80% de las ratas de edad avanzada
(Meites, 1982; Sarkar y col., 1982).
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Se sabe que la manipulacién experimental de la regulacion dopaminérgica y estrogé-
nica 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
qgue los estrogenos y los antagonistas dopaminérgicos se sumen sinérgicamente para
inducir dicha proliferacidn 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 investigacion, se ha
demostrado que la hipdfisis de ratas adultas presenta aromatasa en algunas de sus
células y que la presencia del enzima es mucho mas alta en machos que en hembras
(Carretero y col., 1999a y b), siendo el primer hallazgo en este sentido publicado a
nivel mundial.

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

Ademas, se comprobd que las hipdfisis no tumorales de ratas viejas no expresan el
enzima, mientras que un porcentaje muy alto de los adenomas espontaneos que apa-
recen en estos animales si lo expresan, lo que sugiere que dicha expresion podria
guardar estrecha relacion con el tumor. Asi, de una serie de 105 adenomas esponta-
neos de hipdfisis de rata, el 66%, fueron inmunorreactivos a la aromatasa, sin que
ello guardara relacidn con el tipo anatomopatolégico del adenoma.

Considerando solo los prolactinomas (adenomas productores de prolactina), el
86.67% presentaron reaccién a la aromatasa, llamando la atencidon que el 100% de los
prolactinomas puros (adenomas que solo producen prolactina) fueron aromatasa
positivos, mientras que solo el 60% de los multiples (adenomas que producen prolac-
tina y otras hormonas) expresaron el enzima (Carretero y col., 2002).

Estos ultimos hallazgos sugerian que la produccion local de estradiol a partir de tes-
tosterona, por actuacion de la Aromatasa, podria estar implicada en la génesis de
dichos tumores.

Nuestro trabajo corrobora los resultados anteriores demostrando que la ausencia de
aromatasa P450 en los ratones ArKO se acompafia de la ausencia de desarrollo de
los prolactinomas espontdneos observados en los ratones wild type. Lo que sugiere
que la aromatasa P450, metabolizando la Testosterona a Estradiol, estaria implica-
da en la génesis y desarrollo de los prolactinomas.
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Prolactina y Aromatasa.

También en nuestro laboratorio, se ha comprobado que la aromatasa hipofisaria jue-
ga un importante papel regulador fisiologico de la funcidn y estructura de las células
de prolactina (Carretero et al., 2014).

La relevancia fisioldgica de la presencia de la aromatasa en la hipodfisis y, por tanto, de
la posible aromatizacién de la testosterona a estradiol podria explicar por qué el es-
tradiol a dosis mayores a las tasas séricas en machos, causa claros efectos sobre la
regulacién hormonal, la morfologia y la proliferacion celular en la hipdfisis (Carretero
y col., 1990a, 1991b, 1992a, 1995b; Rubio y col., 1992; Sdnchez y col., 1993). Todos
esos efectos podrian ser explicados por la presencia del enzima en la hipdfisis de la
rata macho.

Ademas, el estradiol es un importante regulador de la prolactina hipofisaria; esta bien
documentado en la literatura que el estradiol induce aumentos de la secrecion de la
hormona (MaclLeod y col., 1969; Maurer y col., 1977; Lieberman y col., 1979; Pierce y
Shin, 1980; Burdman y col., 1984; Pérez y col., 1986).

Estos efectos se acompafian de cambios morfoldgicos como aumento del nimero de
células productoras de prolactina (Pérez y col., 1986) e hipertrofia de las organelas
celulares (Hymer y col., 1961; Smith and Farquhar, 1966; Pantic y Genbacev, 1969,
1972; Saunders y col, 1983; Torres and Aoki, 1987; Carretero y col., 1991b).

Ademas, el estradiol induce la proliferacion de las células de prolactina (Takahashi y
col., 1984; Sakuma y col, 1984; Pérez y col., 1986).

El estradiol, al margen de su actuacidn directa sobre las células de prolactina, podria
actuar indirectamente sobre ellas, ya que induce aumentos de reguladores auto-
paracrinos de la hormona como el VIP (Lam y col., 1990; Carrillo and Phelps, 1992;
Hammond y col., 1997; Vazquez, 1994; Carretero y col., 1995a; Carretero y col., 1998)
o la galanina (Hyde y col., 1991).

En el presente estudio, hemos encontrado cambios muy significativos en las células
hipofisarias positivas a prolactina. Entre ellos destacan: variaciones e la localizacion
citopldsmica y descensos en la intensidad de la reaccion citopldsmica inmunocito-
quimica, el descenso en el porcentaje de las células positivas a prolactina y descen-
sos en el tamano de las dreas celular y nuclear de estas células.

Todos estos hallazgos sugieren un descenso en la actividad de las células de prolac-
tina en los animales ArKO, frente a los animales wild type.

Las diferencias en la intensidad de reaccion citopldsmica podrian ser explicadas co-
mo consecuencia a una disminucion en la cantidad de hormona almacenada intrace-
lularmente, como previamente se demostrd en nuestro laboratorio para este mismo
tipo de células (Carretero y col., 1988).

Los descensos en las dreas celular y nuclear, conjuntamente, soportan la idea de que
la actividad y la proliferacion de las células de prolactina estdn disminuidas como
también se ha demostrado en estudios previos (Carretero y col., 1991b; Carretero y
col., 1995b).
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Puesto que el tratamiento con estradiol induce efectos contrarios a los encontrados
en nuestro estudio y dado que en los animales ArKO no ocurre la aromatizacion local
de aromatasa a estradiol, los hallazgos obtenidos en nuestro estudio sugieren que la
aromatasa estd implicada fisiolégicamente en la regulacion de las células hipofisa-
rias productoras de prolactina, transformando la testosterona en estradiol.

En las hembras, el papel de la aromatasa en la produccidn ovarica de estrégenos
es fundamental. Como muestra el esquema adjunto la testosterona producida por

las células de la teca a partir
del colesterol sanguineo regu-
lada por la LH, se transforma
en estradiol en las células de Ia
granulosa gracias a la actua-
cion del enzima, bajo la regula-
cion de la FSH.

El estradiol liberado a sangre
desde el ovario alcanza la hipo-
fisis a través del sistema porta
hipofisario ejerciendo un feed
back inhibidor sobre LHy FSH y
estimulando a la prolactina.

La ausencia de aromatasa
en las hembras ArKO justifi-
caria la ausencia de estro-
genos en sangre y por lo
tanto su actuacion como
estimulador de la prolacti-
na hipofisaria, dando lugar
a los cambios morfoldgicos
que hemos observado en
nuestro estudio, de forma
muy particular a la dismi-
nucion del tamafo de las
células positivas a prolacti-
na y de sus nucleos.

Hipofisis

Hembras

En principio, en los machos el proceso no ocurre igual que en las hembras. La aroma-
tasa testicular transforma localmente la testosterona a estradiol para inducir la ma-
duracion de los espermatozoides y las cantidades de estréogenos que son liberadas a

sangre son minimas.

Por ello, no cabria esperar un mecanismo estimulador de las células hipofisarias pro-
ductoras de prolactina desde los estréogenos hematicos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio ponen de manifiesto que, contra lo que
en principio cabria esperar, la ausencia de aromatasa en los animales ArKO en los
machos produce los mismos cambios respecto a los machos wild type que aquellos
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que fueron encontrados en las hembras. Este resultado sugiere que, en la propia
hipdfisis, de forma auto-paracrina, se produce estradiol a partir de la testosterona
por actuacion de la aromatasa.

Apoyando esta teoria, la hipdfisis de la rata macho posee mds aromatasa que la de
la hembra, como se ha evidenciado por inmunocitoquimica, western blotting e hibri-
dacion in situ (Carretero y col., 1999a, 2003b, 2011). Este hecho se revierte tras la
castracion y vuelve a recuperarse si animales castrados son tratados con estradiol o
testosterona, dependiendo del sexo (Carretero y col., 2011).

En este sentido, nuestros resultados sobre las células de prolactina hipofisarias justi-
fican la razén por la que la gldndula en los machos expresa el enzima mds que en las
hembras.

Por otro lado, resultados
previos obtenidos desde
nuestro laboratorio que
han sido justificacion de
nuestro estudio hacian
previsible que las células

Aromatasa de prolactina de los ma-
chos ArKO tuvieran una
N . disminucién de su activi-

dad al compararlas con
las de los machos wild

type.

El tratamiento in vivo e in
Machos vitro con el antagonista de
aromatasa fadrozol® indu-
jo un efecto sobre las célu-
las de prolactina parecido
al observado en nuestro
estudio en los machos Ar-
KO, con disminucion en el
tamano celular y en el por-
centaje de células positivas
(Carretero y col., 2014).
Nuestro estudio en ratones
ArKO confirma que el efec-
to observado después del
tratamiento con el anta-
gonista de la aromatasa se
debe a la actuacion del
enzima.

El andlisis de las células
gonadotropas positivas a
LH en ratones ArKO de-
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mostré que la regulacion estrogénica de la LH se desarrollaba en machos y hembras
a través del estradiol, el hemdtico en la hembra y el hipofisario en los machos
(Lopez, 2014; Carretero y col., 2015).

Nuestros resultados nos llevan a plantear un nuevo esquema regulador de las célu-
las de prolactina en la hipdfisis de los machos, en el que jugaria un importante papel
el estradiol que se produce localmente en la hipdfisis a partir de la testosterona por
actuacion de la aromatasa, como el que se muestra en la figura adyacente.

El descenso en la actividad de las células positivas a prolactina en las hipofisis de los
animales ArKO, hembras y machos, con respecto a los wild type se justifica por la
desaparicion del efecto estimulador de los estrogenos sobre dichas células, junto al
predominio de la inhibicion dopaminérgica.

La dopamina es el neurotransmisor hipotalamico de mayor relevancia en la inhibicién
de la secrecion de prolactina desde las células hipofisarias. Este efecto inhibidor lo
realiza a través de su unién a receptores dopaminérgicos tipo D2 (Picetti y col., 1997;
Missale y col., 1998). El estudio de ratones knock out para este tipo de receptores
permitid comprobar la presencia de un aumento en la expresion de prolactina y un
desarrollo anormal de la hipdfisis (Baik y col., 1995; Kelly y col., 1997).

Habiéndose comprobado que los efectos antiproliferativos y apoptdticos de los ago-
nistas dopaminérgicos sobre lineas celulares tumorales hipofisarias son desarrollados
a través de los receptores D2 (Any 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 ami-
noacidos, y otra corta D2S, de 415 aminoacidos; de las dos, la mas abundante es la
D2L (Montmayeury col., 1991).

En las células de prolactina, la activacion del receptor D2 da lugar a la inhibicion 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 (Lledo y col., 1992; Ba-
ertschi 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 producciéon 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; Chuprun y col.,
1997). 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 desarro-
llan 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). Bajo el efecto activador estrogénico, la isoforma D2L aumenta
considerablemente desapareciendo prdacticamente 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 respuesta a
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cabergolina que la presencia de la isoforma D2L (Pivonello y col., 2004), lo que sugie-
re que este podria se otro mecanismo a través del cual los estrégenos podrian blo-
quear la inhibicién dopaminérgica del desarrollo de los prolactinomas.

Basado en lo anterior, se podria hipotetizar que la desaparicion en los animales Ar-
KO del efecto estimulador estrogénico implicaria que no existiria una dominancia de
la isoforma D2L sobre la D2S y las células de prolactina de estos animales serian mds
sensibles a los efectos inhibidores dopaminérgicos.
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Apoptosis de las células positivas a Prolactina.

La apoptosis es frecuente observarla en células hormona dependientes, sobre todo
después de una deprivacion hormonal (Schwartzman y Cidlowski, 1993; Vaux y Stras-
ser, 1996; Thompsom, 1994). La apoptosis ha podido ser estudiada gracias a la exis-
tencia de modelos de animales experimentales (4, 5y 6), que han permitido apreciar
en la hipdfisis los efectos de la manipulacion hormonal. En la hipdfisis humana y con-
cretamente en los adenomas, la muerte programada ha sido menos estudiada (7, 8).

La familia de proteinas Bcl-2, regulan, tanto estimulando como frenando diversos pa-
sos en la apoptosis (10, 11). La propia Bcl-2, componente de esta amplia familia, blo-
quea la muerte celular (10, 11).

Una sobreexpresion de Bcl-2 ha sido demostrada en un 30% de los adenomas estu-
diados por por Wang y col (1996); sin embargo, otras proteinas, tanto proapoptadticas
como antiapoptéticas de esta familia, no han sido estudiadas. Se admite que la so-
breexpresién de Bcl-2 provoca proteccidon contra varios estimulos proapoptdéticos,
como los provocados por la proteina p53, las radiaciones y la quimioterapia
(Schwartzman y Cidlowski, 1993; Vaux y Strasser, 1996; Thompsom, 1994).

Kulig y col (1999) estudiando hipdfisis humanas no tumorales y neoplasicas encontra-
ron niveles bajos de apoptosis en estudios in vivo de adenomas hipofisarios realiza-
dos mediante la técnica de Tunel; solo en algunos casos hallaron signos de apoptosis,
concretamente condensacion de la cromatina nuclear y cuerpos apoptoéticos; sin em-
bargo, los niveles de apoptosis en los carcinomas fueron mas elevados

En relacion con la proteina Bcl-2, los autores antes citados mostraron, mediante
técnicas de inmunotincion en cortes de parafina de los adenomas hipofisarios, con-
centraciones altas de Bcl-2, pero no en los carcinomas.

La familia Bcl2 activan la apoptosis via reticulo endopldsmico (Zoung y col., 2003).
Aunque también se muestran activas en intervenir en la supervivencia celular (Yin y
Schimke, 1996; Kostic y col 1997) y al parecer pueden actuar regulando el movimien-
to de los iones de calcio a través de las membranas del reticulo endoplasmico, abo-
liendo la sefal del calcio para la apoptosis (Lam y col.1994).

En hipodfisis humanas de mujeres embarazadas y después del parto presentaron indi-
ces apoptoticos cuatro y cinco veces mas altos que los controles La hipdfisis aumenta
en peso entre el 80% y el 100% en mujeres embarazadas, secundaria a la hiperplasia
de células de prolactina (Stefaneanu vy col., 1992).

En animales, durante el posparto, se ha demostrado que existen indices elevados de
apoptosis (Haggi y col., 1986; Ahlbom y col., 1998) siendo estos hallazgos similares a
los encontrados después de un tratamiento con estrégenos (Drewet y col., 1993) en
ratas, donde se apreciaron tanto células apoptdticas como otras células presentando
cuerpos apoptoéticos fagocitados, incrementadas después de un periodos de 44 horas
de dejar el tratamiento estrogénico.
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Los indices de apoptosis encontrados por Kulig y col. (1999), Geen y col. (1997) y Sai-
toh y col. (1997) fueron significativamente bajos en relacién con los encontrados por
Kontogeorgos y col. (1997) estudiando 85 adenomas hipofisarios humanos, los indi-
ces de apoptosis fueron mas altos. Estas discrepancias pueden ser debidas a la técni-
ca empleada para detectar las células en apoptosis en cada trabajo.

Nosotros planteamos realizar un estudio de la apoptosis celular en la hipofisis de los
animales ArKO frente a los wild type, para ello empleamos como marcador de apop-
tosis la caspasa 3 activa y analizar mediante electroforesis de DNA la fragmentacion
de las hebras de dicho dcido nucleico.

En ambos sexos, independientemente de que fueran wild type o knock out, no pudi-
mos encontrar apoptosis con ninguno de los dos métodos, probablemente debido a
que la apoptosis es un fendmeno rdpido, que quizds acontecio durante el desarrollo
de la gldndula, pero que no es evidenciable en el animal adulto en las situaciones
experimentales en las que se ha desarrollado nuestro tabajo.
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Proliferacion de las células positivas a Prolactina.

La diferenciacion de las células hipofisarias se realiza a lo largo del desarrollo embrio-
nario de forma secuencial (Watanabe y Daikoku, 1979; Shiino y col., 1977; Childs y
col., 1981, 1982; Wilson y Christensen, 1982; Childs, 1983; Watanabe, 1985), se sabe
que el primer tipo celular en diferenciarse lo constituyen las células corticotropas,
gue no parecen depender de factores externos a la propia hipdfisis para su diferen-
ciacion.

No ocurre asi con otros tipos celulares como las células somatotropas, gonadotropas
o lactotropas. Para su diferenciacion precisan de la presencia de otras hormonas y
diversos factores que parecen estar involucrados en estos procesos (Voss y Rosen-
feld, 1992). La GnRH es precisa para la diferenciacién de las gonadotropas (Kudo vy
col., 1994) y la subunidad alfa de las hormonas glicoproteicas para la de las lactotro-
pas (Bégeot y col., 1984).

La diferenciacion de las células hipofisarias se produce después de las sintesis de DNA
y, presumiblemente, después de un fendmeno de proliferaciéon (Mazurkiewicz y Na-
kane, 1986); proliferacion que regula diferentes aspectos de la capacidad fisiolégica
hipofisaria (Ikeda y Yoshimoto, 1991).

En la rata adulta, el porcentaje de cada tipo celular hipofisario es diferente (Herlant,
1964; Nakane, 1970, 1973; Baker y col., 1972; Costoff, 1973; Surks y Defesy, 1977;
Hymer y col., 1980; Childs y col., 1981, 1982; Takahasy y Kawashima, 1982; Frawley y
Nelly, 1983; Dada y col., 1983, 1984), pero un matiz importante es que dichos porcen-
tajes varian dependiendo del estado endocrino general y cada tipo celular prolifera
en respuesta a hormonas y factores hipotaldmicos (Jacobi y col., 1977; Sakuma vy col.,
1984; Romano y col., 1984; Inoue y col., 1985, 1986; Pérez y col., 1986; McNicol y
col., 1990; Zhou-Li y col., 1992; Arola y col., 1993; Qishi y col., 1993) y la edad juega
un importante papel, en muchos casos no bien aclarado, en la regulacion de la proli-
feracion celular hipofisaria (Shirasawa y Yashimura, 1982; Takahashi y col., 1984; Ka-
washima y Takahashi, 1986) y en la diferenciacién celular, ya que ocurre una alta in-
cidencia de adenomas espontdneos en las ratas viejas (Berkvens y col., 1980).

Clasicamente se ha descrito que la fraccion celular proliferativa en la hipdfisis ante-
rior de animales adultos es baja (Pomerat, 1941; Hunt, 1943; Stadtler y col., 1970;
Stepién y col., 1978) mientras que es alta durante el desarrollo (Shirasawa y Yashimu-
ra, 1982; Takahashiy col., 1984; Carbajo y col., 1989; Carbajo y Watanabe, 1990).

Los estudios realizados in vivo por Oishi y col. (1993) demuestran grandes fluctuacio-
nes en la actividad proliferativa celular de la hipofisis de ratas hembras adultas a lo
largo del ciclo estrual, siendo maxima en el estro y minima en el diestro; mientras
qgue la rata macho mantiene una actividad homogéneamente baja, semejante a la de
la hembra en proestro o estro temprano.

Estos autores observaron que la mayor actividad proliferativa se daba en las células
lactotropas, seguida por somatotropas, corticotropas, gonadotropas (mas LH que
FSH) y siendo las tirotropas las de menor actividad.
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La actividad proliferativa se mantiene constante excepto en las época de crecimiento,
en la que se aprecia una disminucidn progresiva (Nouét y Kujas, 1975; Shirisawa vy
Yoshimura, 1982; Sakuma y col., 1984; Carbajo-Pérez y Watanabe, 1990).

Sin embargo, al parecer de Oishi y col. (1993) la actividad proliferativa guarda rela-
cion con los ritmos circadianos, el ciclo estrual y el sexo, asi en la rata, es mayor la
actividad proliferativa en la hembra que en el macho.

El mismo autor antes citado comprobd que la actividad proliferativa dependia de la
fase del ciclo estrual; iba en aumento desde el proestro hasta el estro, disminuyendo
progresivamente desde el final del estro, metaestro y diestro. Desde el metaestro
hasta el proestro no hay cambios significativos (Hunt y Hunt, 1966).

Estos cambios son debidos a los niveles de estradiol que tiene lugar en el ciclo es-
trual, ya que el estradiol actua como agente favorecedor de la proliferaciéon (Oishi y
col., 1993).

Los estrégenos aumentan la actividad mitética de la adenohipdfisis (LLoyd y col.,
1975; Jacobi y col., 1977; Kalbermann y col., 1979) y es factible que la proliferacion de
las células de prolactina durante el estro sea estimulada por la elevada secrecion de
estrégenos ovaricos durante el proestro (Oishi y col., 1993).

Al parecer es mayor la actividad proliferativa en la rata a primeras horas de la maia-
na y a media noche, sobre el resto del dia, lo que implica, segin Nouét y Kujas (1975),
la participacidon de los ritmos circadianos en este proceso.

La proliferacion hipofisaria en el raton ha sido menos estudiada.

En el afno 2007 aparecidé un estudio de Miyamoto y colaboradores que ha sido cuesti-
donado en su fiabilidad por la propia revista que lo publicd, por lo qu eno lo tenemos
en consideracion.

Lépez (2014) describié un aumento de la proliferacion de las células gonadotropas
positivas a LH en los animales ArKO frente a los wild type, pero no analizé las células
positivas a prolactina.

El empleo de antiestrogenos capaces de actuar sobre los dos tipos de receptor es-
trogénico ha puesto de manifiesto que el bloqueo de la actuacién de los estrégenos
inhibe la proliferacion de células lactotropas o de lineas celulares tumorales produc-
toras de prolactina (Kansra y col., 2005).

En ratones también se ha demostrado que la proliferacién de las céluals productoras
de prolactina durante la prefiez estda mediada, al menos en parte, por estradiol (Tole-
danoy col., 2012).

La actuacion estrogénica sobre la proliferacion de las células de prolactina se ve po-
tenciada por IGF-1 (Saitoh y col., 2010), aunque la actuacién de IGF-1 y de los estré-
genos se da por rutas diferentes, dependiendo de la edad del animal (Hikake y col.,
2010).
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Los resultados observados en el presente estudio ponen de manifiesto que la aroma-
tasa hipofisaria, transformando la testosterona a estradiol, es un importante factor
en el mantenimiento de la poblacion de células lactotropas en la hipdfisis y que su
ausencia provoca un descenso claro en la proliferacion de este tipo celular. Un dato
importante es que los resultados obtenidos al compararlos con los ratones wild type
fueron muy semejantes en machos y hembras, lo que sugiere que el requlador defi-
nitivo a nivel hipofisario en ambos sexos es el estradiol.
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Conclusiones






Tras estudiar el desarrollo de prolactinomas hipofisarios espontaneos vy fijar la aten-
cion en las células productoras de prolactina de la hipdfisis de ratones knock out para
la aromatasa P450 y compararlas con las de ratones wild type de la misma edad, ana-
lizar estadisticamente los resultados obtenidos y contrastarlos con la literatura exis-
tente al respecto, hemos llegado a las siguientes conclusiones:

1.- El trabajo que se presenta es el primer estudio que constata que la ausencia de
aromatasa en roedores de edad avanzada impide la aparicién de los prolactinomas
hipofisarios espontaneos, cuya prevalencia es grande cuando persiste la expresion
del enzima. Lo que sugiere que la sobre-expresion de la aromatasa P450 en edades
avanzadas puede ser una causa principal en la génesis de dichos adenomas.

2.- La imposibilidad de generar estrogenos por ausencia de aromatasa P450 que
acontece en los animales knock out provoca un descenso en el porcentaje de células
positivas a prolactina en la hipdfisis que es practicamente idéntico en hembras y ma-
chos. Lo que sugiere que los estréogenos juegan un importante papel en el manteni-
miento de la poblacidn lactotropa hipofisaria no solo en las hembras sino también en
los machos. Este hallazgo es importante ya que demuestra, por primera vez, que fi-
siolégicamente los estrogenos ejercen una regulacion estimuladora de la produccién
de prolactina en los machos, lo que sugiere que los andrégenos desarrollan una regu-
lacion de la poblacion de las células hipofisarias productoras de prolactina a través de
su aromatizacion a estradiol.

3.- La ausencia de aromatasa P450 induce un descenso del drea celular y del area nu-
clear de las células positivas a prolactina, en ambos sexos, de una forma parecida.

4.- Los cambios observados no afectan por igual a toda la glandula, lo que sugiere que
la respuesta a la regulacién estrogénica de las células hipofisarias productoras de pro-
lactina no es homogénea.

5.- Este estudio demuestra que la aromatizacion local hipofisaria de los andrégenos a
estrégenos, al menos en los machos, es un mecanismo fisiologico de regulacién de la
proliferacion de las células productoras de prolactina.
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