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1. RESUMEN:
Los mecanismos moleculares que desarrollan o mantienen a los tumores hipofisarios conocidos

al momento no terminan de explicar su compleja patogénesis. Asimismo, aquellos que
conducen a la efectividad o resistencia a los tratamientos no son aun concluyentes. Se demostro
en varias patologias la influencia de la desregulacién de la via Wnt/3-Catenina en los procesos
de malignidad y quimiorresistencia, pero la informacion sobre los mecanismos por los que ésta
influye en la tumorigénesis hipofisaria son escasos. En este trabajo determinamos expresion de
B-Catenina en tumores hipofisarios de pacientes, destacandose los prolactinomas por mayor
activacion de 3-Catenina e indice de proliferacién asociado. Demostramos en modelos murinos
de lactotropos estimulados in vivo e in vitro y en lineas celulares tumorales la activacion de
Wnt/B-Catenina en el mantenimiento de la funcion de los lactotropos y los procesos
protumorales. Demostramos también la efectividad de Temozolomida, agente quimioterapico
promisorio para tumores hipofisarios agresivos, en modelos de prolactinomas vy
corticotropinomas y su relacién con la via. Finalmente demostramos en corticotropinomas, la
participacion de p-Catenina en un caso agresivo y la posible relacién de las células madre con
la quimiorresistencia. Nuestros resultados apoyan una respuesta activa de Wnt/B-Catenina en

la tumorogénesis y la quimioterapia en los tumores hipofisarios.



2. INTRODUCCION

GLANDULA HIPOFISIS.

La hipdfisis o glandula pituitaria es una glandula enddcrina que produce hormonas encargadas
de regular el funcionamiento de otras glandulas y la homeostasis del organismo. Se ubica en
una fosa que deja el hueso esfenoides (silla turca) en la base del cerebro con el cual se conecta
a través del tallo hipofisario. Esta glandula consta de tres partes: Lébulo anterior
o adenohipofisis, responsable de la secrecion de numerosas hormonas y de interés central en
el presente trabajo de tesis; hipdfisis intermedia o pars intermedia y Iébulo posterior

o neurohipofisis (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de la anatomia de la region selar y pareselar que rodea a la hipéfisis humana normal. a) vista frontal y b)
vista lateral. Tomado de Di Leva et. al 2014 [1].
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ADENOHIPOFISIS

Las células de la adenohipdfisis producen hormonas troficas que regulan el funcionamiento de
otras glandulas enddcrinas del organismo. Estas hormonas son secretadas por 5 tipos

de células diferentes:

o Lactotropos, producen Prolactina o PRL. La PRL estimula el desarrollo de los acinos

mamarios y la produccion de las proteinas de la leche.

o Corticotropos, producen adrenocorticotrofina o ACTH. La ACTH estimula la produccién

de hormonas por parte de las glandulas suprarrenales
o Somatotropos, producen hormona de crecimiento o GH.
o Gonadotropos, producen gonadotrofinas: LH y FSH.
o Tirotropos, producen tirotrofina o TSH.

La adenohipdfisis presenta un estroma reticular que contiene a los distintos subtipos celulares
productores de hormonas, rodeados de una densa vasculatura y contenidos por las fibras

reticulares [2].

La hipdfisis en los mamiferos es uno de los tejidos mas vascularizados. Recibe oxigeno y
nutrientes a partir de las arterias hipofisarias superior e inferior que son ramas directas de la
arteria carétida interna, pero en la glandula existe también un sistema de sangre venosa
formado por los vasos portales hipofisarios. Estos proveen un medio de comunicacién entre el
hipotdlamo y la adenohipdfisis llevando neurotransmisores y otros péptidos hipotalamicos
estimuladores e inhibidores de la secrecion y proliferacion de las células de la hipdfisis anterior

(vasos portales largos). Por su parte, la secrecion adenohipofisaria alcanza el 16bulo posterior
7
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a través de los vasos portales cortos. Los capilares del sistema porta hipofisario son fenestrados

lo que favorece el intercambio de sustancias con las células enddcrinas de la glandula.

Cuando uno o mas eventos de desregulacion o malignidad ocurren en la glandula hipdfisis,

puede generarse un tumor hipofisario (Figura 2).

Figura 2: En las imagenes de resonancia magnética se pueden apreciar la glandula hipofisaria normal (izquierda, flecha blanca
continua) y un tumor hipofisario (derecha, flecha blanca discontinua). Las flechas verdes indican la localizacién del quiasma
Optico en condiciones normales (izquierda, flecha continua) y oprimido por el tumor de hipéfisis (derecha, flecha discontinua).
Tomado de la web page de “The North American Neuro-Ophthalmology Society” (www.nanosweb.org).

TUMORES O ADENOMAS HIPOFISARIOS

El presente trabajo de tesis se basa en el estudio de procesos moleculares que acomparian el
desarrollo y progresion de los adenomas hipofisarios humanos, principalmente a los

prolactinomas.



Los tumores o adenomas hipofisarios son los neoplasmas intracraneales primarios mas
frecuentes. Representan un grupo de lesiones complejas de tratar que expresan caracteristicas
histologicas, morfologicas y patoldgicas variables [3]. Corresponden aproximadamente al 15%
de todos los tumores del cerebro y del sistema nervioso central (SNC) con un pico de incidencia
mas temprano en mujeres (20-45 afios) que en hombres (35-60 afios). No es frecuente el

desarrollo de estos tumores durante la nifez.

La mayoria de los tumores hipofisarios crece lentamente a lo largo de los afios. Se los considera
benignos porque metastatizan en menos del 1% de los casos y permanecen dentro de la silla
turca, aunque también pueden crecer en forma expansiva hacia los tejidos vecinos. De acuerdo
con la ultima clasificacion de 2017 para tumores de 6rganos endocrinos de la Organizacion
mundial de la salud (OMS) [4-6] se definen como verdaderos carcinomas sélo cuando hay
presencia de metastasis craneoespinal y/o sistémica. En general estos carcinomas son en su
mayoria hormonalmente activos, los mas comunes son los secretores de prolactina seguidos
por los secretores de adrenocorticotropina. Mientras el carcinoma permanece dentro de la silla
turca es muy dificil diagnosticarlo de manera diferencial de otros tumores hipofisarios no

invasivos [3, 7].

CLASIFICACION

Los tumores hipofisarios se clasifican segun su tamafio en microadenomas (< 10mm) y
macroadenomas (> 10mm). Los pacientes con macroadenomas recurren a la consulta médica

debido a efectos de compresion como dolores de cabeza y/o falla visual progresiva mientras



que los casos de microadenomas son identificados generalmente durante la investigacion de
sindromes clinicos enddécrinos o en forma incidental durante diagnéstico por imagen del cerebro
por otras causas. Ademas, en un 10 a un 25% de las autopsias se descubren pequefios

adenomas subclinicos [8].

Los tumores hipofisarios se clasifican ademas segun la hormona que producen (Tabla 1) y se
describen como funcionantes si sobreproducen alguna hormona de la hipdfisis anterior, 0 no
funcionantes, si no existe sindrome clinico (enddcrino) aparente.

Dentro de esta clasificacion podemos encontrar:

o Tumores de corticotropos secretores de la hormona adenocorticotrofa (ACTH) vy otros

péptidos derivados de la propiomelanocortina (POMC)

Causan el sindrome clinico de la enfermedad de Cushing, con hiperplasia de adrenales

dependiente de ACTH y altos niveles circulantes de glucocorticoides.

o Adenomas hipofisarios secretores de hormona de crecimiento (GH) o
Somatotropinomas.

Corresponden aproximadamente al 10-20 % de los tumores hipofisarios y son los

causantes del sindrome clinico de acromegalia.

o Adenomas de tirotropos

Son raros, representan el 0.5-2% de los neoplasmas de hipdfisis y mas del 70% de éstos

son macroadenomas [7].
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o Adenomas no funcionantes y adenomas secretores de gonadotrofinas (LH y FSH).

Son el segundo tipo mas comun de tumores hipofisarios (alrededor del 30 % de los

adenomas) y ademas el subtipo mas comun de macroadenomas. Producen LH y FSH

activas, otros son en verdad no funcionantes y se los llama adenomas de células nulas.

o Prolactinomas

Son tumores hipofisarios secretores de PRL y los mas frecuentes de la patologia a pesar

de que en muestras quirurgicas este subtipo de adenoma es mucho menos prevalente

debido al exitoso tratamiento primario de éstos con agonistas dopaminérgicos. Sus

caracteristicas mas relevantes seran profundizadas mas adelante dado que este tipo de

tumor es de principal interés para el presente trabajo de tesis.

Table 2 The 2017 WHO pathological classification of pituitary adenomas

Adenoma types Morphological vanants

Pitutary hormones by
mmunohistochermstry

Transcription factors and

other co-factors

Somatotroph adenomas
Densely granulated somatotroph adenoma
Sparsely granulated somatotroph adenoma
Mammosomatotroph adenoma
Mixed somatotroph-lactotroph adenoma

Lactotroph adenomas
Sparsely granulated lactotroph adenoma
Densely granulated lactoroph adenoma
Acidophul stem cell adenoma

Thyrotroph adenoma

Corticoroph adenomas
Densely granulated corticotroph adenoma
Sparsely granulated corticotroph adenoma
Crooke’s cell adenoma

Gonadotroph adenoma

Null cell adenoma

Plurthormonal adenomas

Pit-1-positive plurthormonal adenoma
(previously termed Silent subtype 3 adenoma)

Adenomas with unusual mmunohistochemical
combinations

GH, o-subumt

GH

GH + PRL (i same cells) + o-suburut
GGH + PRL (i different cells) + o-subunit

PRL

PRL

PRL, GH (focal and varnable)
p-TSH, a-subunit

ACTH
ACTH
ACTH

B-FSH, B-LH, et-subunit ( vanous combinations)

Nome

GH, PRL, B-TSH + x-subunit

Various combmations

Pit-1
Pit-1
Pit-1,
Pit-1,

Pit-1,
Pit-1,
Pit-1,
Pit-1,

Tpat
Tpat
Tpat
SE-1,

None

Pit-1

ERwx
ERwx

ERa
ERax
ERax
GATAZ

GATA2, ERwx

Tabla 1: Tumores generados en la glandula hipdfisis y nueva clasificacion de la OMS. Fuente: Tomado de Mete y Lopes,

2017 [3].
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Con el paso del tiempo, nuevas clasificaciones para los tumores hipofisarios han surgido en
base a las diversas caracteristicas que éstos presentan. Términos tales como tipicos y atipicos
(de acuerdo a la clasificacion previa de la OMS de 2014, segun presenten caracteristicas
patolégicas como la expresion de Ki67 menor o mayor a 3% respectivamente, y la tincién
nuclear extensa para p53); invasivo y no invasivo (segun hallazgos radioldgicos, quirurgicos y
morfoldgicos), y agresivos y no agresivos (de acuerdo al comportamiento clinico del tumor) han
conllevado a diversas interpretaciones. Desde 2017, la OMS sugiere no utilizar el término
“atipico” para clasificar a los tumores de hipdfisis dado que no ha sido probado que éstas
caracteristicas definan un comportamiento clinico particular [9]. La OMS alienta desde entonces
a una nueva clasificacion basada en el perfil de expresion de los factores de transcripcion
especificos de linaje ademas de las caracteristicas secretoras o no de los tumores (Tabla 1).
Asi, la expresion del factor de transcripcion Pit-1 define tumores de células que expresan GH,
PRL y TSH mientras que la presencia de Tpit define células que expresan ACTH. Ademas, la
expresion de receptores de Estrogenos a (ERa) es detectada en todos los casos de adenomas
de células productoras de PRL como de gonadotropos [10, 11]. Esta nueva clasificacion es
particularmente importante a la hora de determinar el origen monoclonal en los adenomas
plurihormonales. El estudio del porcentaje de células Ki67 positivas también es altamente

recomendado a la hora de clasificar a los tumores hipofisarios [1, 9].

Si bien estos tumores neuroendocrinos de la hipdfisis se clasifican en general como adenomas
benignos con bajas tasas de crecimiento [12], su biologia puede variar ampliamente entre ellos.
En el otro gran extremo existe un subgrupo de estos tumores que muestra comportamiento

agresivo, con un crecimiento rapido que los vuelve localmente invasivos, resistentes a los

12



tratamientos y desarrollo de recurrencia [13]. En muy raros casos estos tumores son capaces

de metastatizar [14] y, en general, expresan un indice de Ki67 mayor o igual al 3% [1].

Esta gran diversidad pone de manifiesto la necesidad de nuevas opciones de tratamiento,
muchos actualmente en estudio clinico, que requieren del soporte de la evidencia cientifica. El
presente trabajo de tesis busca contribuir en el conocimiento de nuevos posibles blancos de
terapias, o en aquellos de uso clinico que hasta hoy son emergentes para los tumores de

hipdfisis.

MECANISMOS PATOGENICOS EN ADENOMAS HIPOFISARIOS

La glandula hipofisaria responde a complejos mecanismos regulatorios para mantener la
homeostasis del tejido. Las mutaciones en genes tempranos del desarrollo o especificos de
cada linaje celular de la glandula, asi como la adquisicidn de sefales centrales y periféricas
puede provocar respuestas de crecimiento que derivan en la formacion de hipoplasia,

hiperplasia o adenoma [15].

Los factores que influyen en el funcionamiento de las células hipofisarias, incluyendo hormonas
hipotalamicas, estrogenos y factores de crecimiento, probablemente estén facilitando cambios
en el microambiente, potenciando la inestabilidad genética, la mutacion de células y la

expansion clonal.

Entre ellos el estrogeno en altas dosis es mitogénico para los lactotropos, promoviendo tanto
su proliferacion como su actividad, y el receptor de Estrogenos (ER) como se menciond

anteriormente, se encuentra presente en el 70-100% de los prolactinomas [10, 11]. Altas dosis
13



de Estrégenos en ratas inducen el desarrollo de hiperplasia y posteriormente la generacion de
adenomas [16, 17]. Adicionalmente, los estrogenos estimulan el promotor de prolactina, y
activan genes tales como PTTG, FGF, receptores FGF y TGFB, todos implicados en la

tumorigénesis hipofisaria [15].

PROLACTINOMAS. CARACTERISTICAS RELEVANTES Y TRATAMIENTOS VIGENTES

Estos adenomas hipofisarios productores de PRL son los mas frecuentes dentro de los
adenomas secretantes [5, 18], sus manifestaciones clinicas dependientes de Ia
hiperprolactinemia favorecen una deteccion temprana e inequivoca del tipo de tumor y, como el

resto de los adenomas hipofisarios, tienen también un origen monoclonal [19].

Recientemente, la prevalencia de los casos de este tipo de lesion ha aumentado bien por
mejoras en las metodologias de deteccion o bien por mayor concientizacidén. Algunos estudios
epidemioldgicos realizados en los ultimos seis afios en varios paises incluida la Argentina,
muestran que en todos los paises los prolactinomas son los adenomas hipofisarios mas
prevalentes. En general, la prevalencia de éstos en estos ultimos estudios, segun el criterio de
la OMS de 2000, varié de 25/100,000 habitantes a 63/100,000 habitantes. En nuestro pais, el
estudio retrospectivo llevado a cabo por miembros del Hospital Italiano, en un grupo de 150,000
personas del area urbana y suburbana de Buenos Aires afiliados a un programa de medicina
prepaga, tanto el indice de incidencia como el de prevalencia fue mayor en los prolactinomas

(5.41 y 56.29 respectivamente) seguidos por acromegalia y adenomas no funcionantes [18, 20].

14



Los prolactinomas muestran en general diversas presentaciones iniciales en cuanto a
apariencia radiolégica y comportamiento [21]. Por lo general los microprolactinomas cursan con
niveles de PRL sérica moderadamente elevados, encontrandose entre 50 y 300 ng/ml, y los
macroprolactinomas con mas de 200 ng/ml. La mayoria de los trabajos sugieren que los niveles
de prolactina correlacionan con el tamafo tumoral y niveles altos preoperatorios de esta
hormona indican la presencia de un prolactinoma invasivo [21]. Otros tumores como los
adenomas no funcionantes y los craneofaringiomas pueden tener también una

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

En mujeres, la edad promedio de diagnéstico de los prolactinomas es de 30 afios, y el 88% son
microadenomas. Se ha reportado que entre el 30 y el 50% de los tumores hipofisarios en
mujeres producen PRL y que un 6% producen PRL junto con otra hormona hipofisaria. La
secrecion excesiva de PRL causa oligomenorrea 0 amenorrea, y galactorrea, y éstos son los
sintomas generales por los que los prolactinomas son detectados precozmente en las mujeres.
En los hombres en cambio, el diagndstico se realiza a partir de los 50 afios y el 80% son
macroadenomas. La galactorrea es rara y los sintomas de hipogonadismo tales como
impotencia y falta de libido llevan a la consulta médica en forma bastante tardia [22].

El riesgo existente para la progresién de micro a macroadenoma secretor de prolactina se
estima en un 4-7%, hecho que sugiere que los macroprolactinomas deben ser una entidad

diferente respecto a los microprolactinomas [23].

Los prolactinomas pueden llegar a ser localmente invasivos, pero sélo se los considera
carcinomas (0.1 a 0.2% de los casos) cuando existe metastasis cerebroespinales, de meninges
o sistémica distante [18, 24].
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Tratamiento médico

La dopamina es, desde los setenta, el principal factor inhibitorio de la sintesis y secrecion de
prolactina, asi como de la proliferacién de lactotropos [18, 25]. Los receptores D2 son los
principales receptores dopaminérgicos en la hipdfisis y a través de éstos la dopamina ejerce
sus efectos inhibitorios sobre los lactotropos. La mayoria de los prolactinomas son particulares
en el sentido de que conservan la capacidad de respuesta a la accion inhibitoria de la dopamina,
por lo que los agonistas dopaminérgicos provocan en general rapida reduccién del tamafo

tumoral con liberacion de los sintomas de compresion [26].

Las principales drogas utilizadas son la Bromocriptina, Cabergolina y Quinagolida, que actuan
directamente sobre el receptor de dopamina D2 determinando la reduccion de la prolactina
sérica y el tamafo tumoral [27]. En general tienen muy buena tolerancia, entre los efectos
colaterales se describen nauseas y vomitos, sintomas gastrointestinales, mareos y dolor de
cabeza entre otros. Las dosis se ajustan de acuerdo a las caracteristicas clinicas de la lesién y
a las necesidades de cada paciente, comenzando con dosis bajas (0.25a 0.5 mg 1 o 2 veces
a la semana) y la dosis se escala en periodos de 1 a 3 meses segun los niveles de PRL sérica
y reduccion del tamafio tumoral [18]. Pacientes con macroprolactinomas pueden requerir dosis
mayores. Una vez que los niveles séricos de PRL se hayan normalizado y el volumen tumoral
haya disminuido, el tratamiento debe continuarse por lo menos durante 2 afios mas o debe
reducirse progresivamente la dosis hasta alcanzar la dosis minima que siga manteniendo los

niveles normales [28].

Prolactinomas resistentes.
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Existe un subgrupo de prolactinomas denominados “resistentes” dado que no responden a los
tratamientos con agonistas de la dopamina evaluados como disminucion de la
hiperprolactinemia y reduccién del tamano tumoral en al menos un 50% con dosis de hasta
3mg/semana. Algunos, incluso, pueden presentar caracteristicas mas agresivas como invasion
de estructuras lindantes, crecimiento recurrente luego de las cirugias o los tratamientos vigentes

e incluso, en el caso de los verdaderos carcinomas, invadir sistémicamente [3, 29, 30].

La prevalencia de estos casos aun no es del todo clara y, si bien muchas veces presentan un
indice de Ki67 mayor o igual al 3%, mitosis incrementadas y/0 expresion de p53, tampoco lo
esta la definicion clinica del caso. Dado que este tipo de tumores se encuentra asociado a una
mayor morbilidad y mortalidad, es necesaria su deteccion temprana, aunque no es una tarea
sencilla y no se encuentran, al momento, marcadores patolégicos para identificarlos [30]. El

tratamiento en estos casos resistentes y/o agresivos se torna un desafio constante.

A partir de 2006, comenzaron a publicarse cada vez mas casos sobre el uso de nuevas drogas
tales como Temozolomida (TMZ) en tumores hipofisarios agresivos incluidos los prolactinomas
mostrando un panorama alentador [13, 31] y, recientemente, en su trabajo “Clinical Practice
Guidelines for the Management of Aggressive Pituitary Tumours and Carcinomas”, Gerald
Raverot recomienda su uso como tratamiento de primera linea para los adenomas hipofisarios
agresivos [13, 30]. Los antecedentes en torno a TMZ en la patogénesis hipofisaria y su relacion
con la via de Wnt se describiran en detalle mas adelante por ser uno de los objetivos del

presente trabajo de tesis.
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Tratamiento quirurgico

Si bien el tratamiento médico con agonistas de la dopamina sigue siendo la primera linea, los
casos en los que la cirugia hipofisaria transeptoesfenoidal se indica como tratamiento han
incrementado dadas las mejoras en el diagnostico por imagenes y el desarrollo de las técnicas
quirurgicas de los ultimos afos [32]. Este desarrollo ha incidido positivamente en la extirpacidn
selectiva de los adenomas hipofisarios con conservacion de la hipdfisis normal y con baja
incidencia de complicaciones [33]. Una cirugia exitosa normaliza la funcion enddécrina con
frecuente preservaciéon y hasta mejoria del resto de los ejes hipofisarios luego de la
descompresion tumoral y la reduccidn o eliminaciéon del efecto de masa en los
macroprolactinomas expansivos. Asimismo, la cirugia transeptoesfenoidal es de suma utilidad
en los casos de intolerancia persistente o resistencia a los agonistas dopaminérgicos con
crecimiento tumoral o pérdida visual durante el tratamiento médico. La via transcraneana es
solamente utilizada para tumores de localizacién extraselar y con expansion fuera de la linea

media [34].

Radioterapia.

Solo se reserva para los casos de grandes prolactinomas que no responden a las terapias
convencionales, que recurren o progresan luego de las cirugias y son muy agresivos o malignos,
aunque no es un método de lo mas efectivo para controlar la secrecidén de prolactina y conlleva
a ciertos riesgos asociados a la irradiacién de la glandula normal [18]. Es por ello que, para
estos casos resistentes es necesaria la busqueda y el entendimiento de nuevas terapias tales

como la TMZ
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POSIBLES MECANISMOS DE TUMOROGENESIS EN LOS LACTOTROPOS

Son multiples los factores que pueden participar en la tumorogénesis de lactotropos, y el
fenotipo final del tumor dependera de la relacion entre dichos factores. Entre ellos, podemos

citar:

1) Receptor de Dopamina: Los lactotropos, a diferencia de los otros tipos celulares enddcrinos

de la hipdfisis, presentan una alta actividad espontanea de secrecion de prolactina. Por este
motivo, la secrecion de prolactina esta bajo un control tonico predominantemente inhibitorio
cuyo principal factor es la dopamina. Se ha observado una alta concentracion de dopamina en
la eminencia media y en la sangre portal hipofisaria. Existen dos familias de receptores
dopaminérgicos, los D1 (que comprenden al D1 y D5), estimuladores de la adenilato ciclasa, y
los D2 (D2, D3 y D4), que inhiben a dicha enzima. Todos son miembros de la familia de
receptores de dopamina con siete pasos transmembrana [35]. El principal receptor en hipdfisis

es el D2 (RD2) [36].

No se han identificado mutaciones en el RD2 en adenomas hipofisarios humanos de lactotropos
y somatotropos. Sin embargo, en prolactinomas resistentes al tratamiento con agonistas

dopaminérgicos habria una disfuncién en los RD2 [36].

2) Prolactina: La PRL ejerce un control negativo sobre su propia secrecion via el receptor de
PRL (PRLR) a nivel hipotalamico e hipofisario. En el hipotalamo altera la expresién y actividad
de la enzima tirosina hidroxilasa, limitante de la velocidad en la sintesis de Dopamina [37]. En
la hipdfisis la PRL tiene acciones directas inhibitorias sobre la proliferacion de los lactotropos

y/o podria limitar los efectos de los factores de crecimiento producidos por células vecinas que
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en forma paracrina influyen sobre el crecimiento de los lactotropos. Estudios en ratones
knockout (KO) para el PRLR muestran que esta hormona inhibe su propia liberacién actuando
no solamente a nivel de las neuronas secretoras de dopamina, sino también a nivel de la
hipdfisis en forma independiente de dopamina. Estos animales desarrollan prolactinomas mas
grandes que los ratones KO para el RD2 y los ratones doble KO para PRLR y RD2 tienen

prolactinomas aun mayores [38].

3) Estrogenos: Actuan a través del receptor de estrogenos y se consideran los factores
liberadores de PRL mas importantes. Son potentes estimuladores de las funciones del
lactotropo. A nivel hipofisario, aumentan la mitosis de lactotropos y favorecen la transformacion
de somatomamotropos a lactotropos puros. Dado que el elemento de respuesta a estrégenos
se localiza en el promotor del gen de prolactina, los estrogenos aumentan la sintesis de
prolactina por activacién génica directa, provocan hipertrofia de este tipo celular, aumentan los
receptores hipofisarios de diferentes factores liberadores hipotalamicos como TRH vy

disminuyen la expresion de los receptores de dopamina hipofisarios [39, 40].

Los niveles estrogénicos elevados son responsables de los aumentos transitorios de PRL sérica

y de la hiperplasia de lactotropos durante el embarazo.

4) Otros factores: también se ha descrito que participan en la generacion de prolactinomas
experimentales el factor de crecimiento neural [41], galanina [42], factor de crecimiento
transformante (TGFa y B) [43], los factores de crecimiento fibroblastico (FGF2 y 4) [44] y el

oncogen transformante tumoral hipofisario (Pttg) [12].
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VIA DE WNT Y SU ROL EN CANCER.

Los Wnts (Wingless) son una familia de glicoproteinas secretadas que estan evolutivamente
conservadas. Estas son importantes para el desarrollo normal de vertebrados e
invertebrados. La sefalizacion de Wnt se encuentra en un equilibrio cuidadosamente
orquestado entre varios ligandos Wnt y sus receptores (receptores Frizzled), los co-receptores
(LRP5/6, Ror1/2), y una serie de factores inhibitorios incluyendo las familias de receptores

secretados relacionados con Frizzled (SFRP) y Dickkopf (DKK) [45].

Hay 19 genes Wnt conocidos en los mamiferos, normalmente asociados con la llamada via
canodnica (Wnt1, Wnt2, Wnt2b, Wnt3a, etc) ylos relacionados con las vias no canonicas
(Wnt5A, Wnt5b, Wnt11, etc) [46], aunque estos pueden influenciar tanto la via candnica como
las no candnicas, dependiendo del contexto, del tejido en cuestion y del receptor al que se una
[47]. Un gran numero de genes diana de las vias han sido identificados, muchos de los
cuales se cree que son especificos de tejido, e incluyen genes implicados en la proliferacion

como c-Myc, Ciclina D1 (CCND1), p21, y PITX2 [45, 48].

Tres vias importantes de sefializacion a través de Wnt han sido descriptas: la via Wnt/ B-
Catenina o via candnica de principal interés en el presente trabajo de tesis, la via Wnt/ quinasa

Jun N-terminal (JNK) y la via Wnt-calcio [49].

Dentro de éstas, la via Wnt/ B-Catenina es la mas estudiada. Ha sido caracterizada como
marcador de células madre, ya que les confiere caracteristicas de automantenimiento y
totipotencialidad. B-Catenina es el producto proteico del gen CTNNB1 y actua como principal

efector de la via canodnica de Wnt, pertenece a la familia “armadillo” y consta de 728
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aminoacidos (92 kDa). Posee un dominio central de 42 aminoacidos repetidos, llamados
“repeticiones armadillo”, usado tanto para la unién a cadherinas, como para la uniéon con el
complejo “lymphocyte enhancer factor” (Lef)/ “T-cell factor” (TCF) en el nucleo o con los
inhibidores Axin/APC (adenomatosis polyposis coli) en el citoplasma. Estas proteinas participan
en la regulacion de la actividad de B-Catenina promoviendo su fosforilacion y posterior
degradacion. Lindante a estos, se encuentra el extremo amino terminal (N-terminal) de 149
aminoacidos, que contiene los sitios de unién para a-Catenina, asi como los sitios donde ocurre

la fosforilacién por parte de la glucogeno sintasa quinasa-3 o GSK3 (Figura 3).

Tﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ
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..... Unidna APC y axina

. Uniéna TcF/LEF-1

Figura 3. Caracteristicas estructurales y funcionales de B-Catenina (modificado de Trejo Cérdova A et al, 2010 [50])

Para realizar su funcion de transcripcion génica, f-Catenina debe translocarse al nucleo, lo cual
depende de los niveles de la proteina no asociada a E-cadherina, que se encuentra libre en el

citosol. Posteriormente se ha reportado que los “pooles” de B-CATENINA de membrana y
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citoplasmatica pueden relacionarse tras la activacion de la via de Wnt, por lo que una

disminucion de la proteina en membrana se traduciria en la activacion de la via Wnt [51].

La proteina B-Catenina citoplasmatica se encuentra formando un complejo con GSK3 y APC.
Bajo estas condiciones, GSK3 fosforila 3 residuos del extremo amino terminal de (3-catenina
(serina 33, 37, y treonina 41), previa fosforilacién de serina 45 por CKI, lo que da por resultado
su ubiquitinacion y su rapida degradacion por el proteosoma. El control de los niveles citosélicos
de B-Catenina esta estrictamente regulado. Principalmente, la via Wnt induce su estabilizacion
en el citoplasma inhibiendo la actividad del complejo GSK3/APC, evitando asi su degradacion.
De esta manera, cuando Wnt interacciona con el receptor Frizzled y el correceptor LRP5/6, se
produce la activacion del intermediario Dishevelled (Dsh), lo que resulta en el desensamble del
complejo de degradacion y B-Catenina permanece desfosforilada. Cuando la via Wnt esta
inactiva, p-Catenina es capturada y fosforilada a través del complejo de destruccion GSK3/APC

[50].

Por otro lado, B-Catenina es un componente central del complejo de adhesién y union celular
cadherina/catenina esencial para que se lleve a cabo la unién con los filamentos de actina a

través de a-catenina (Figura 4) [52].
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Figura 4. Via de sefializacién candnica de Wnt y rol de B-Catenina en la union celular. Tomado de [53].

La decision de cual de estas dos funciones realizara B-Catenina es de gran importancia para
un desarrollo normal. Uno de los factores que podria estar determinando su destino es la

competencia que existe entre moléculas citoplasmaticas y nucleares por B-Catenina.

Debido a esta doble funcion, B-Catenina ha sido propuesta como un factor integrador de la

adhesion celular y la transcripcién génica [50].

La via Wnt/B-Catenina ha sido implicada en la patogénesis de una serie de tumores humanos.
Evidencias de esto han sido reportadas en distintos tipos de cancer, siendo el cancer de colon

aquel sobre el cual mas estudios fueron llevados a cabo [54]. En los craneofaringiomas
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adamantinomatosos, tumores raros de la region selar, las mutaciones de B-Catenina tienen

implicancias en la tumorogenesis [55].

Para el caso de los tumores de hipdfisis, la evidencia cientifica no es totalmente exhaustiva o
concluyente a la fecha. Se ha reportado la acumulacion nuclear de la proteina asociada a
tumores hipofisarios de alto indice de proliferacién celular [56, 57]. El rol de la via de Wnt en la

tumorogénesis hipofisaria se detallara mas abajo.

ESTIMULO ESTROGENICO Y SU RELACION CON LA ViA DE WNT EN CANCER. WNT EN
TUMORES DE HIPOFISIS.

Ha sido reportado que en células cancerigenas de préstata (PC3), el estrogeno jugaria un rol
en la proliferacion celular independiente de andrégenos, a través de un nuevo mecanismo que
involucraria la activacion de B-Catenina a través del Erf [58]. Por otro lado, en células de
neuroblastoma se determin6 que B-Catenina forma complejos con GSK3 y con los receptores

de estrégenos ERa y ErB, y que el Estradiol estabiliza a B-Catenina por inhibicion de GSK3, de

la misma manera que sucede en la activacion de la via de Wnt [59, 60].

Para el caso de los prolactinomas generados por administracion crénica de estrégenos en ratas,
la administracion in vivo de antiestrogenos desencadena una respuesta antitumoral similar a la
del agonista de la dopamina Bromocriptina tales como disminucion del tamano tumoral y
secrecion de prolactina. De manera interesante, en este modelo de prolactinoma, el

antiestrogeno Fulvestrant inhibio la expresion del gen de B-Catenina y estimulé la del inhibidor
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de la via WIF1, confirmando la influencia de la via Wnt en el desarrollo tumoral y su interrelacién

con la via del Estradiol en la hipdfisis [16].

Es sabido que mutaciones que estabilizan a B-Catenina (p.ej. Ko Exén 3, sitio de unién de la
proteina y diana de fosforilacién por GSK3) pueden ser responsables de distintos tipos de
cancer. Esta B-Catenina mutante tiene un rol sobre la etiologia de los craneofaringeomas
humanos [55] y en ratones mutantes en células progenitoras de la hipdfisis [61]. Estos tumores
murinos se asemejan a los humanos. Mutaciones en CTNNB1 pueden afectar sobre todo a un
pequefioc numero de células con caracteristicas fenotipicas de células madre /
progenitoras hipofisarias [61]. En tumores hipofisarios humanos comparados con hipdfisis
normales y en modelos experimentales a diferencia de su contraparte normal, fueron descriptos
niveles de proteina y ARNm elevados de B-Catenina y de otros componentes de la via de Wnt
tales como TCF4, Ciclina D1 y c-Myc [54, 62]. También se observé una reduccion en la
expresion del ARNm de los ligandos Wnt5a, Wnt3 y Wnt10b y de los inhibidores de la via
canonica tales como WIF1, sFRP2 y sRFP4 en los distintos subtipos de tumores hipofisarios
[54, 63]. Estudios de protedmica y transcriptomica en tumores no funcionantes demuestran una
fuerte vinculacion de las vias de sefalizacién Wnt/B-Catenina y mTOR con la patologia, y una
elevada expresion de B-CATENINA en los tumores comparados con el tejido normal [64]. A
pesar de ello, cuando se estudia la localizacion subcelular de B-CATENINA en el tejido de los
tumores de hipdfisis la evidencia es poco clara, encontrando en los cortes histologicos
acumulacioén subcelular (principalmente en membrana y nucleo) muchas veces opuestas [56,

57, 65]. Adicionalmente, se han publicado trabajos en donde no han detectado expresion de [3-
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CATENINA ni en los tipos de tumores hipofisarios analizados ni en tejido normal, y tampoco en

la expresidon génica de componentes de la via canonica de Wnt [66].

En conjunto, estos trabajos previos demuestran que si bien varios autores se han abocado al
estudio del rol de la via de Wnt/B-Catenina en la tumorogénesis hipofisaria, la evidencia
disponible aun es poco concluyente, mostrando resultados controversiales entre los distintos

tipos tumorales y entre los distintos modelos estudiados.

TUMORES HIPOFISARIOS AGRESIVOS: NUEVOS TRATAMIENTOS QUIMIOTERAPICOS
Y ViA DE SENALIZACION WNT/B-CATENINA.

Como se mencion6 anteriormente, los tumores hipofisarios a pesar de que raramente
metastatizan, pueden volverse localmente invasivos, agresivos, con un alto grado de
recurrencia y resistencia a las terapias convencionales [67, 68]. Para estas entidades clinicas
tan complejas, son necesarias nuevas estrategias terapéuticas y en este sentido, nuevos

tratamientos de uso clinico en otros tipos de tumores estan siendo investigados.

Temozolomida.

Temozolomida (TMZ), un agente alquilante que pertenece al grupo triazeno de agentes
alquilantes no clasicos. Es un profarmaco terapéutico lipofilico de bajo peso molecular (194
Daltons), de administracién oral, estable a niveles de pH acido del estbmago y reactivo a niveles
de pH superiores a 7,0. Una vez que se hidroliza en sus compuestos activos MTIC (5-(3-
monomethyl-1-triazeno)imidazole-4-carboxamide) primero y luego AIC (5-aminoimidazole-4-

carboxamide), metila al ADN generando los productos N7-MeG (60—-80%), N3-MeA (10-20%)
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y O6-MeG (5-10%), resultado de la reaccion de adicion. La presencia de estos compuestos en
el ADN provocara que, durante el siguiente ciclo de replicacion del material genético, los
mecanismos de reparacion de estos eventos resulten en la detencion del ciclo celular lo que
conducira a la muerte celular o apoptosis de la célula que los incorpord. La actividad de TMZ
es mayor a medida que aumenta su acumulacion en los tumores. Se ha demostrado que los
tumores cerebrales tienen un pH mas alcalino que los tejidos sanos, lo que puede favorecer la
activacion de TMZ [9]. Asi, esta quimioterapia es efectivamente utilizada en el tratamiento de

gliomas malignos y también en cancer colorectal y melanoma metastasico [69-71].

Desde 2006, TMZ ha sido implementado como terapia de rescate en los adenomas hipofisarios
agresivos y carcinomas, generalmente refractarios a tratamientos de uso convencional [68, 72].
Dentro de los tumores hipofisarios, los adenomas funcionantes han demostrado ser mas
respondedores a TMZ con respecto a los no funcionantes. Asi, prolactinomas vy
corticotropinomas parecerian ser los que mas y mejor responden [73]. Las dosis de
administracion optimas de TMZ cuando se usa como monoterapia en el tratamiento de los
tumores hipofisarios aun quedan por definirse, aunque recientemente Raverot ha recomendado
el programa de administracidon mas comun para este tratamiento en los adenomas hipofisarios:
150 a 200 mg/m2 durante 5 dias consecutivos cada 28 dias, en ciclos que se repitan segun
avance del paciente [30, 74]. En general, la terapia es bien tolerada, las toxicidades
hematolégicas inmediatas de la TMZ suelen ser de corta duracién y pueden regularizarse
ajustando las dosis. Otros efectos secundarios comunes son nauseas, estrefiimiento y fatiga, y
son relativamente leves en comparacion con otras quimioterapias [74]. Hasta la fecha, se han

publicado cerca de 160 casos de tumores hipofisarios tratados con TMZ, la mayoria sobre casos
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clinicos o revisiones sistematicas sobre la experiencia del uso de TMZ que asocian la reduccion
del volumen tumoral (Figura 5) y de la secrecion hormonal a la respuesta frente al agente

quimioterapico [75-77].

Algunos autores reportaron cambios histopatolégicos y morfolégicos en tumores hipofisarios
agresivos tratados con TMZ cuando fueron de re-operados, con ablandamiento de la masa

tumoral facilitando la nueva exéresis [29].

Figura 5. Imagen representativa de una MRI de un prolactinoma agresivo, resistente a terapias convencionales y localmente
invasivo (A) exitosamente tratado con Temozolomida (B). Las flechas rojas indican el cambio en el tamafio e invasividad del
tumor luego del tratamiento. Tomado y adaptado de Chen et. al, 2017 [31].

Se documentd que bajos niveles de expresion de la O6-metilguanina-DNA metiltransferasa
(MGMT), que neutraliza el efecto del agente alquilante, correlaciona con una respuesta a TMZ

favorable en algunos casos pero no en otros [76, 78-80]. Sin embargo, la literatura referida a
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los mecanismos moleculares que median la sensibilidad o la resistencia a esta nueva
quimioterapia en los tumores de hipdfisis es escasa. Por todo esto, se requieren mas estudios
in vitro e in vivo para comprender los mecanismos moleculares que coexisten o que

desencadena la accion alquilante de TMZ.

TMZ y vias de seinalizacion: Rol de la via candénica de Wnt/ B-Catenina

En la busqueda del entendimiento de mecanismos asociados a la accion de la droga en las
lesiones neoplasicas, se ha asociado la activacion de varias vias de sefializacion celular tales
como ERK y mTOR con la quimioresistencia en gliomas y en menor medida en los adenomas
hipofisarios [81-83]. Sugestivamente, la inhibicion de la via de sefializacion Wnt/B-Catenina ha
sido propuesta como adjuvante en el tratamiento con TMZ en lineas celulares de carcinoma de
colon, glioblastoma, meduloblastoma y neuroblastoma dado su capacidad de aumentar la
citotoxicidad de la droga quimioterapica [84]. Sin embargo, los mecanismos moleculares que
subyacen al tratamiento con TMZ en los tumores hipofisarios agresivos y la relacién con la via

de Wnt no han sido estudiados en detalle, y la bibliografia en este aspecto es escasa.

ROL DE LAS CELULAS MADRE TUMORALES EN EL TEJIDO HIPOFISARIO Y LA
RESISTENCIA TUMORAL

Varios autores han hipotetizado y confirmado que parte de la quimiorresistencia de los tumores
esta dada por las células madre presentes en el tejido maligno [85]. En este sentido, se han

aislado células madre tumorales en distintos tipos de cancer: leucemias [86], mieloma multiple
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y también en tumores s6lidos como el cancer de mama [87], de pulmon y tumores cerebrales
[88]. Estas células madre tumorales son células dentro del tumor que poseen la capacidad de
autorrenovacion y de originar los linajes heterogéneos de células cancerosas que conforman la

masa tumoral (Figura 6).
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Figura 6: Teoria de las células madre tumorales presentes en el tumor y la respuesta a distintas estrategias de tratamientos.
Creado con Biorender (www.app.biorender.com).

Las células madre de un tumor pueden evolucionar con el cambio de las sefales en su
microambiente, incluyendo infiltracion de células inmunes y la activacién de respuesta
inflamatoria. Muchos genes y vias de senalizacién incluyendo Shh, Notch y Wnt/3-Catenina han
sido relevantes ya que cumplen una importante funcién regulatoria en muchas células madre

[85, 89]. Puesto que el destino de las células madre esta bajo estricto control de factores tanto
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intrinsecos (mutaciones genéticas) como extrinsecos (microambiente), la pérdida de este
control se ha postulado como un paso clave en el proceso de carcinogénesis [90] y a la

resistencia tumoral [91].

En la literatura, varias subpoblaciones celulares con caracteristicas de células madre han sido
identificadas y caracterizadas en la hipdfisis adulta, aunque la mayoria de los estudios se
realizaron en modelos murinos. Utilizando purificacion de células por citometria de flujo (FACS)
y la extrusion del colorante fluorescente Hoechst 33342, Vankelecom y colaboradores aislaron
del tejido hipofisario de ratén adulto una subpoblacion enriquecida en células con caracteristicas
de células madre, la poblacién marginal o “Side population” (SP). Esta subpoblacién expresa
marcadores de las vias de Notch, Wnt y Shh de células madre, y S100 caracteristico de células
foliculoestrelladas presentes en la hipdfisis, tiene la capacidad de replicarse clonalmente como
esferas no-adherentes, conformando una subpoblacién con fenotipo de células progenitoras en
la hipodfisis anterior adulta, carente de marcadores de células diferenciadas que si estan

presentes en la poblacion principal (MP) [4, 92].

Mas tarde se demostro la existencia de células madre en hipdfisis de ratones adultos mediante
la generacion de ratones transgénicos que expresan la proteina verde fluorescente bajo
elementos regulatorios del gen de nestina, gen expresado en células madre de distintos tejidos

adultos [93].

Células madre en tumores hipofisarios resistentes

Diferentes evidencias sobre la existencia de células madre en los tumores hipofisarios han sido
planteadas, entre ellas el hecho de que una fraccidén de los tumores hipofisarios de origen
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monoclonal produce mas de un tipo de hormona y posee mas de un tipo celular [15, 44]. Mas
aun, la poblacion celular tumoral llega a ser heterogénea respecto a sus caracteristicas de
proliferacion y diferenciacion. Pero, si bien muchos autores suponen la participacion de células
madre en la génesis y la quimiorresistencia de los tumores de hipdfisis [94, 95], no existen al

respecto datos consistentes en la literatura.

El estudio de células madre en adenomas hipofisarios resulta interesante al momento de
comprender los mecanismos de generacion de este tipo de tumores y la falta de respuesta a
drogas convencionales en ciertos casos, que podrian explicarse por la existencia de células
madre causantes del crecimiento de la masa tumoral. En este sentido, el entendimiento de los
mecanismos moleculares que mantienen a las células madre, entre ellos la via de Wnt/3-
Catenina y su respuesta en el desarrollo y mantenimiento de los tumores hipofisarios, su
relacion con las caracteristicas tumorales, su estado de activacion y su respuesta ante
estimulos externos o tratamientos quimioterapicos, podria proporcionar nuevas herramientas a

la busqueda constante de nuevas terapias para los casos agresivos o resistentes.
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HIPOTESIS:
Establecemos como hipdtesis de trabajo que la via de Wnt/B-Catenina participa en el desarrollo,

el mantenimiento y la respuesta al tratamiento de los adenomas hipofisarios, encontrandose en
estado activo e involucrada en diversos procesos celulares determinantes del comportamiento

tumoral.

OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la via Wnt/B-Catenina de células madre, su activacion y regulacion en adenomas
hipofisarios humanos obtenidos de cirugia y en modelos murinos de estos tumores, y dilucidar

su importancia en la patogénesis hipofisaria y la respuesta a los tratamientos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
En los adenomas hipofisarios obtenidos de cirugia de pacientes nos proponemos:

I.  Estudiar la expresion y localizacién de B-CATENINA en cortes histolégicos de los

adenomas

II.  Relacionar la localizacion sub-celular de esta proteina con el indice de proliferacion y

las caracteristicas clinicas de cada subtipo tumoral

[ll.  Evaluar la implicancia de la sefal en estudio sobre la agresividad tumoral, la secrecion

hormonal y la capacidad de recidivar de los tumores

En los modelos murinos in vivo:
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I.  Estudiar el estado de activacion de B-Catenina y demas componentes de la
sefalizacion Wnt y su efecto funcional en hipdfisis controles y en procesos

protumorales en lactotropos estimulados

II.  Evaluar en modelos de tumores hipofisarios in vivo bajo tratamiento quimioterapico, la

influencia de la via Wnt/B-Catenina en la respuesta a la droga

En los modelos in vitro:

I.  Estudiar el estado de activacion de B-Catenina y componentes de Wnt en lineas
celulares tumorales de prolactinomas y corticotropinomas, bajo estimulos estrogénicos

o especificos de la senalizacion Wnt

II.  Determinar la respuesta de las células madre tumorales al tratamiento quimioterapico

en las lineas tumorales hipofisarias
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3. DESARROLLO:

MATERIALES Y METODOS:
Las muestras y modelos experimentales utilizados en el presente trabajo de tesis se resumen

en la Figura 7.

Muestras de tumores hipofisarios de pacientes.

Las muestras provenientes de 15 pacientes diagnosticados con adenomas hipofisarios que
recurrieron a cirugia en la Clinica Santa Isabel, el Hospital Santa Lucia y el instituto Fleni de
Buenos Aires, y la Clinica la pequefa Familia de la ciudad de Junin, fueron previamente
clasificados de acuerdo al criterio clinico y a la clasificacion de la WHO segun su secrecion
hormonal en el caso de los funcionantes en somototropinomas, prolactinomas, adenomas
secretores de ACTH; y en adenomas no funcionantes aquellos que no lo hacian. De los 15
pacientes, 9 eran de sexo femenino, 6 masculinos y tenian, al momento de la cirugia, entre 26
y 65 anos de edad (media: 47,25). Posteriormente a la cirugia transesfenoidal, el exceso del
tejido tumoral restante de los estudios patolégicos de rutina se reservd en formalina para
estudios de inmunohistoquimica (IHQ). Tanto las caracteristicas de tamafio y localizacién como
el dato del indice de proliferacion de los tumores evaluados a través de la expresion de Ki67
(%) fueron provistos por los respectivos departamentos de patologia de los nosocomios. Las
caracteristicas de la cohorte anteriormente mencionadas se resumen en la Tabla 3 que se
muestra en la seccién de resultados. En todos los casos, el paciente fue informado por el
cirujano interviniente de los estudios que se realizarian con la muestra y firmo el respectivo

consentimiento aprobado por el comité de ética de las distintas instituciones intervinientes. La
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privacidad del paciente fue siempre preservada. Para el caso de los tejidos hipofisarios

normales utilizados en el presente trabajo de tesis, todos fueron de origen comercial (Biochain).

Lineas celulares y condiciones de cultivo:

La linea de células de prolactinoma de rata MMQ fueron donadas por el Dr. Rodolfo Goya de
INIBIOLP, Universidad Nacional de La Plata, Buenos Aires, Argentina. Las células fueron
cultivadas en suspensién en medio DMEM (Gibco) suplementado con 10% de suero de caballo
(Microvet SRL, Argentina), 5% de suero fetal bovino (Gibco), 1% de glutamina y 1%
penicilina/estreptomicina, y mantenidas a 37°C y 5% CO2. Para su tratamiento con las distintas
drogas, las células fueron plaqueadas a una densidad apropiada en DMEM con % de sueros
reducidos. E2 108 M (Sigma); 0.25 o 1ng/ml Wnt3a (R&D); 200uM Temozolomida (TMZ,
PubChem CID 5394; Raffo Laboratories) o los respectivos controles fueron agregados al medio
de cultivo por 2, 12, 24, 48 o 72 horas segun correspondiese. Durante cada experimento la
morfologia de las células, su crecimiento caracteristico (en suspension, como agregados

celulares) y la produccién de prolactina fueron siempre chequeados.

La linea de corticotropos tumorales AtT20 fueron donadas por el Dr. Hugo Vankelecom,
Laboratorio de plasticidad celular, Universidad Katdlica de Leuven, Bélgica. Los experimentos
in vivo se realizaron en Argentina mientras que los in vitro fueron realizados en Bélgica, en un
intercambio realizado en el marco de la colaboracion de ambos laboratorios. Las células fueron
cultivadas en adherencia en medio DMEM (Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bobino

(Gibco) y 1% penicilina/estreptomicina, y mantenidas a 37°C y 5% CO2. Para su tratamiento
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con 20; 50; 100 o0 200pM TMZ (Sigma) o controles (Medio de cultivo o DMSO), las drogas fueron
agregadas al medio de cultivo por 24, 48 o 72 hs segun correspondiese. Durante cada
experimento la morfologia de las células, su crecimiento caracteristico (en adherencia) y la
produccion hormonal fueron siempre chequeados. Los pasajes de las lineas celulares en cultivo
fueron controlados rutinariamente en nuestro laboratorio (no se utilizaron en los experimentos
células con mas de 5-10 pasajes). Adicionalmente, se descarto la presencia de micoplasma por

PCR periddicamente.

Animales

Los animales utilizados en este trabajo de tesis se mantuvieron entre 4 y 5 por jaula en las
siguientes condiciones ambientales: temperatura entre 18 y 22°C, un fotoperiodo de 12 horas
de luz/oscuridad, y ventilacién permanente. Se les permitié libre acceso al agua y alimento en
forma de pellets en condiciones asépticas. Los procedimientos experimentales en los animales
fueron aprobados por el comité institucional de uso y cuidado de animales experimentales de la

UNNOBA.

Para los experimentos de activacion de lactotropos in vivo, se utilizaron ratones hembra de la
cepa BalbC de dos meses de edad. Estos ratones estuvieron divididos en 2 lotes de 20 ratones
que fueron criados en el bioterio del Centro de Investigaciones Basicas y Aplicadas de la
UNNOBA. A estos animales se les administrd6 de manera subcutanea Cipionato de Estradiol

(0,22mg/kg) dos veces por semana durante 3 semanas o el antagonista dopaminérgico de larga
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duracion Decanoato de Haloperidol (30mg/kg) una vez por semana durante 3 semanas. El

grupo control se inyectd con vehiculo (aceite de ricino).

Toma de muestras

Obtencion de hipdfisis: Los ratones tratados fueron sacrificados por decapitacion rapida. Un
grupo de hipdfisis completas se almacend en Formol al 4% para el procesamiento por
inmunohistoquimica. Otros dos grupos fueron desprovistos de la neurohipdfisis, y las
adenohipdfisis resultantes fueron almacenadas en Trizol para la extraccion de RNA y posterior
PCR en tiempo real, o disgregadas enzimaticamente para su posterior tratamiento in vitro
(protocolo descripto por nosotros en [96] o marcacién y lectura por citometria de flujo (descripto

mas adelante).

Para los experimentos de xenografts in vivo, se utilizaron animales hembras de las cepa N:NIH
Nu/Nu de 4 semanas de edad. 500,000 células MMQ (para la generacion de prolactinomas) o
AtT20 (para el desarrollo de corticotropinomas) fueron administradas subcutaneamente. Los
tumores comenzaron a ser visibles luego de 20 dias, momento en el cual se les administré a
los animales 15 o 20 mg/kg de las drogas respectivamente, o DMSO en caso de los controles,
5 veces a la semana durante 2 semanas de manera oral, con un periodo de descanso entre
semanas de 2 a 3 dias entre semanas. El tamano tumoral fue registrado con calibre cada dos
dias y el volumen de los tumores se calculd con la siguiente férmula: alto del tumor x (ancho)?
x 0.52. El peso de los animales fue registrado periddicamente, y se tomaron muestras de sangre

para determinacion de hormona sérica a lo largo del tratamiento.
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Al final del esquema de tratamiento los animales fueron sacrificados siguiendo protocolos
aceptados por el comité de ética de la UNNOBA, los tumores fueron extraidos, medidos,

pesados y almacenados en distintos buffers para su posterior estudio génico y proteico.

Inmunohistoquimica:

Esta técnica se llevo a cabo en cortes histolégicos de hipdfisis humanas normales comerciales
o de muestras de tumores de pacientes; de muestras de hipodfisis murinas o de xenografts
embebidos en parafina. Técnica descripta por nosotros en [97-99]. Los anticuerpos que se
utilizaron en el presente trabajo de tesis fueron: anti-B-Catenina total de Millipore #06-734, anti
Ki-67 (1/50, ab16667, Abcam), rabbit polyclonal anti-PRL (1/300, A1618 Neobiolab), rabbit
polyclonal anti-cleaved (activa) Caspase-3 (1/100, #229, Biocare Medical) and rabbit
monoclonal anti a-SMA (1/100, #19245, Cell Signaling). Como control negativo se reemplazé el
anticuerpo primario con PBS. El anticuerpo secundario conjugado a biotina correspondiente fue
utilizado en una diluciéon 1/200 y adquirido en Santa Cruz Biotechnology Inc. El analisis de las
inmunohistoquimicas se realiz6 con un microscopio Carl Zeiss con camara Axiocam, en
aumentos de 400 a 1000X totales.

Para determinar porcentajes de células B-CATENINA positivas tanto en tejidos hipofisarios
humanos como en xenografts de animales, se contabilizaron las células positivas para la
proteina en membrana, citoplasma y nucleo y se las relativizé al total de nucleos de la imagen.
Un minimo de 3 imagenes de 3 experimentos distintos fue contabilizado para cada caso.

Para las determinaciones del porcentaje de células Ki67 positivas en los tejidos, se contaron

nucleos positivos sobre un total de 2000 nucleos totales por animal. Para la determinacion de
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a-SMA, se analizaron entre 25-100 imagenes por muestra. Para cada marcador, se analizaron

al menos 3 experimentos separados utilizando el programa Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/).

Detalladamente, a través de la tincion con a-SMA calculamos el area vascular, la microdensidad
vascular (MVD) y el tamafio de los vasos de la siguiente manera: el area vascular se calculo
cuantificando el area del tejido ocupado por vasos a-SMA + en relacion al area total (area a-
SMA + area/area total). La MVD se determine contando el numero de vasos a-SMA + por
milimetro?, y el tamafno de los vasos se midiéo como el promedio del tamafo de todos los vasos

presentes en el corte.

Extraccion de RNA y RT-PCR:

El ARN total fue extraido de las células y los tejidos procesados en Trizol (molecular Research
Center, Inc) segun describimos en [17]. Para ello, las hipdfisis enteras o las células dispersas
seran lisadas en TRIzol Reagent. La cuantificacion del ARN se realizé sobre la base de su
absorbancia a 260nm en espectofotometro de Luz UV (Picodrop). La pureza de la muestra fue
determinada por la relacién de absorbancia 260/280nm (se consideré como apropiado una
relacion ~2.0, de no cumplirlo la muestra fue descartada). La retrotranscripcién de 2ug de ARN
a ADN complementario (cDNA) se realizé en presencia de MgClI2 (3 mM), Tris-HCI (50 mM pH
8.3), KCI (75 mM), deoxy-NTPs (1 mM), DTT (0,01 mM), oligo(dT)15-18 primer (1 pM,
Biodynamics, Buenos Aires, Argentina), y 10 U de retrotranscriptasa MMLV (Invitrogen, CA,
USA) en termociclador Bioer en un volumen final de 20ul de reaccion. Los controles negativos
de la reaccion fueron preparados omitiendo enzima o muestra.
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Real Time PCR:

Descripto por nosotros en [100]. Los oligonucleétidos utilizados fueron disefiados con la
herramienta “Primer Blast” del NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) y
obtenidos de Biodinamics SRL. Las secuencias de los mismos y las temperaturas de hibridacion
(“annealing”) correspondientes se detallan en la Tabla 2. La mezcla de reaccion fue preparada
con FastStart SYBR Green Master Mix (7.5ul, 04673492001, Roche Laboratories) cDNA (2-
150ng dependiendo del gen de interés) y cebadores (“primers”) especificos en un volumen final
de 15ul. Luego de la desnaturalizacion a 95°C durante 15 minutos, el cDNA fue amplificado
durante 40 ciclos (20 segundos a 95°C, 60 segundos a 53,5-59°C dependiendo del par de
primers, y 40 segundos a 72°C). Los resultados fueron monitoreados, registrados por el
programa LineGene 9640 y analizados a través del método del delta CT (diferencia de umbral
de fluorescencia alcanzado entre el gen de interés y el gen de expresion permanente o
Houskeeping). En nuestro caso se utilizd como Houskeeping al gen de la Gliceraldehido 3
fosfato deshidrogenasa (G3PDH) o el de Actina segun correspondiera. La pureza del producto

de la reaccion fue siempre corroborada a través de la curva de Melting obtenida en el programa.
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Gen Referencia NCBI Secuencia de los primers Temperatt'lra de
Annealing
Primers para secuencias de ratén
Fo: 5'-AGAGCTGTTTGACCGTGTGG-3’ .
mPrl NM_011164.2 Re: 5'-ACTTCCGGAGGGACTTTCAG-3' 60°C
. Fo; 5- AGCTCGTGTCCTGTGAAGC-3’ )
§-Catenina NM_007614.3 Re: 5'- CAGGTCAGCTTGAGTAGCCAT-3' o0’c
. Fo: 5'-CGCGTACCCTGACACCAAT-3’ .
Ciclina D1 NM_007631.2 Re: 5'-GGAAGACCTCCTCTTCGCAC-3” b0
refa Fo: 5'- GTGAGACACTAAGTTCTTGCAG-3’ cgc
NM_013685.2 Re: 5'- GGCGAAAACATCGCACTGAA-3’
Fo: 5'-CCTGCTTCACCCTCGACTTC-3’ .
Fzd8 NM_008058.2 Re: 5"-AGTCCCACAAGGTAGCAGTTGTC-3’ 60°C
Fo: 5-GGCAAATTCAACGGCACAGT-3’ .
G3pdh NM_008082.4 Re: 5-GTCTCGCTCCTGGAAGATGG-3’ 60°C
rimers para secuencias de rata
Fo: 5'-ACCGTGTGGTCATGCTTTCT-3'
rPrl NM_012629.1 © 57°C
Re: 5-AACTTCCGGAGGGACTTTCTG-3'
) Fo: 5'-GAGCACATCAGGACACCCAG-3'
8-Catenina NM_053357.2 © 57°C
Re: 5'-TTGTGAACATCCCGAGCGAG-3'
. Fo: 5'-TCAAGTGTGACCCGGACTG-3'
Ciclina D1 NM_171992.4 © 57°C
Re: 5'-GGATCGATGTTCTGCTGGGC-3'
Fo: 5'- GAGGTGGAAAACCCGACAGT-3'
c-Myc NM_012603.2 © 57,4°C
Re: 5'-TGAAATAGGGCTGCACCGAG -3'
. Fo: 5'-GAAGAAAT TGTGGAC-3'
Pitx2 NM_001042505.1 0: 5-GAAGAAATCGLCGTGTGGAC3 57°C
Re: 5'-GCCCGAAGCCATTCTTACAC-3'
Fo: 5'-GTGCACTGGACCCTGGCTTTA-3'
Vegf A NM_001287114.1 © 59°C
Re: 5'-GGTCTCAATCGGACGGCAGTA-3'
Fo: 5'-GATGGCGTCCGCGAGAA-3'
Fgf2 NM_008006.2 © 53,5°C
Re: 5'-TAACACACTTAGAAGCCAGCA-3'
) Fo: 5'-GCGAGTACAACCTTCTTGCAG-3'
8-Actina NM_031144.3 57°C
Re: 5'-ATCGTCATCCATGGCGAACTG-3'
Fo: 5-GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG-3’ .
Gipdh NM_017008.4 Re: 5'- ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA-3" 61°C

Tabla 2: Detalle de los oligonucledtidos cebadores utilizados en el presente trabajo de tesis.
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Western Blot

La técnica fue previamente descripta por nosotros en [101]. Los homogenatos de tejido o de
células fueron preparados con un homogenizador en 80, 100 o 300 uL de buffer de lisis segun
el material de partida: HEPES (50 mM, pH 7.4), NaCl (140 mM), glicerol (10%), EDTA (1 mM),
ortovanadato de sodio (1 mM), pirofosfato de sodio (10 mM), fluoruro de sodio (NaF, 100 mM),
Triton X-100 1% (10 pg/mL) y PMSF (1 mM). Los inhibidores de proteasas se agregaron justo
antes de usar (Roche Diagnostic, Mannheim, Germany). El homogentato se centrifugé durante
30 minutos a 12.000 rpm a 4°C. Las proteinas extraidas fueron cuantificadas por el método de
Bradford.

Entre 30 y 50ug de proteinas se sembraron en geles de poliacrilamida 15% y se corrieron a 120
V constantes. Terminada la corrida las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa a 400mAmp constantes durante 1 hora 40 minutos, y luego incubadas toda la
noche con el correspondiente anticuerpo primario: Rabbit anti-B-CATENINA total [1:1000, #06-
734 Millipore], mouse anti-B-CATENINA activa (1:1000 8E7 #05-665 Millipore), rabbit anti-
CICLINA D1 (1:1000, A1301), rabbit anti-C-MYC (1:1000, A1309) y rabbit anti-PRL (1:10000,
A1618) de Neobiolab; mouse anti-PCNA (1/1000, sc-56), mouse anti-JNK (1/1000, sc-7345),
goat anti-pGsK3p (1/1000, sc-11758) y goat anti-CD31 (1/1000, sc-1506) de Santa Cruz
Biotechnology; y rabbit anti-pERK (1/50000, Cell Signaling). Se utilizé rabbit anti-G3PDH
(1/1500, ACO001, Neobiolab) o anti-ACTINA (sc-7210, Santa Cruz Biotech), segun
correspondiera como control interno para normalizar la cantidad de proteina sembrada.
Posteriormente las membranas se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario

asociado a HRP (Santa Cruz Biotechnology Inc), y la presencia de complejos proteinas de
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interés-anticuerpos fue revelada con la reaccién de luminol, acido p-cumarico y peréxido de
hidrégeno en el equipo ImageQuant LAS 4000 Mini (G&E). La intensidad de las bandas

obtenidas se cuantifico con el programa Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD).

Citometria de flujo

La expresion de B-Catenina activa y de prolactina se evalué por citometria de flujo en los
lactotropos tumorales MMQ y/o en células de adenohipdfisis dispersas. Brevemente, las células,
una vez culminados los tratamientos correspondientes, se fijaron con PFA 4% por 20 minutos
en hielo, luego se lavaron y se permeabilizaron con saponina 0.5% en PBS- SFB10% durante
15 minutos. Se incubaron luego con los respectivos anticuerpos primarios (1ug cada 1 x 10°
células; 8E7, #05-665 Millipore o anti-PRL A1618, Neobliolab) por 30 minutos en hielo. Luego,
el anticuerpo primario se detectd con el secundario correspondiente (1 ug cada 1 x 108 células;
anti-mouse FITC o anti rabbit-FITC, Biolegend). El control de isotipo fue siempre utilizado. Los
eventos (50.000) fueron adquiridos en el citdmetro FACSCantoll, BD Biosciences y analizados
con el programa FlowJo. B-CATENINA activa y los niveles de prolactina se determinaron a

través de la fluorescencia media (MFI) y del porcentaje de células tenidas.

Radioinmunoensayo

Los niveles de prolactina serica en los animales con xenografts de MMQ fueron medidos por
RIA utilizando un kit commercial obtenido de National Institute of Diabetes and Digestive and

Kidney Diseases [NIDDK; Dr. A. F. Parlow, National Hormone and Pituitary Program (NHPP),
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Torrance, CA]. El ensayo fue llevado a cabo segun las intrucciones del fabricante. Se utilizaron
10ul de suero por duplicado. Los resultados se expresaron en términos de referencia RP3 PRL
standard. El limite de deteccién del ensayo fue 0.02 ng/ml y el coeficiente de variacion intra-

ensayo del 8.1%.

Determinacién de VEGF por ELISA

Se utilizé para tal fin el kit VEGF DuoSet ELISA Development kit (R&DSystems), evaluando 50ul
de una dilucion apropiada de los sobrenadantes de cultivo de las MMQ bajo los distintos
tratamientos. Para la determinacion del VEGF intratumoral de los prolactinomas, se evaluaron
60ug de proteinas en un volumen total de 50ul. Las determinaciones se hicieron por duplicado
segun instrucciones del fabricante. Inmediatamente después de agregar la solucion de Stop, se
leyd la absorbancia a 450 nm en un lector de placas de ELISA (BioRad) y se calcularon los

pg/ml o pg/ug de VEGF presentes en la muestra segun una curva patron.

Viabilidad celular

La viabilidad de los lactotropos tumorales MMQ y de los corticotropos tumorales AtT20 bajo los
distintos tratamientos se determiné colorimétricamente con el kit CellTiter 96 AQueous non
radioactive cell proliferation assay, Promega. Se sembraron 5 x 103 células en placas p96 y
finalizados los respectivos tratamientos se agregdé MTS durante 4hs, se lo solubiliz6 segun
instrucciones del fabricante y se ley6 la absorbancia de los wells a 595 (menos lectura de fondo

a 655 nm) en un lector de microplacas de ELISA (BioRad). La viabilidad de las células AtT20
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también se determiné a través del porcentaje de células que eliminaron el colorante Trypan Blue

(0.4% Sigma-Aldrich).

Analisis de apoptosis celular

Con el objetivo de determinar el grado de apoptosis en las células de los tejidos de los
xenografts in vivo bajo la influencia de los distintos tratamientos, se llevd a cabo
inmunohistoquimica con caspasa-3 activa (1/100) como se describié anteriormente. Se conto la
cantidad de células positivas por campo en al menos 3 experimentos separados, utilizando el
programa Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD ). El efecto de TMZ in vitro sobre
las células en cultivo se determiné por citometria de flujo con marcacion para Anexina V APC
(#31490016, Immunotools) e yoduro de propidio (PIl-Sigma) con el objetivo de discriminar
células necroticas. Los eventos fueron adquiridos con el citbmetro (FACSCantoll, BD

Biosciences) y analizados con el programa FlowJo.

Analisis del ciclo celular

Las células MMQ se plaquearon en p24 en una densidad de 1,8 x 10° cells/well, y sincronizadas
en GO por 24 h en 500 ul de DMEM sin suero (1% glutamina y 1% P/S). Luego se cosecho el
control de sincronizacién y se lo fijé con etanol 70%. El resto de las células fueron cultivadas en
medio de estimulo (Suero de caballo 5%, SFB 2,5%, Glutamina 1% y P/S 1%), y se
administraron los tratamientos a evaluar. Las células se levantaron finalizados los tratamientos
y fijaron en etanol 70% durante la noche. Posteriormente el etanol fue eliminado, las células
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rehidratadas, resuspendidas en buffer de tincién (Tris 100 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, CaCl2 1
mM, MgCI2 0.5 mM, NP40 0.1%, RNAsa A 60 ug/ml (GE101-01-Transgene Biotech) y con
yoduro de propidio 10 ug/ml (PI-Sigma) por 30 minutos en oscuridad y analizadas en citdmetro
(FACSCantoll, BD Biosciences). El analisis se realizé con la herramienta Cell Cycle del
programa FlowJol, determinando el porcentaje de células presentes en cada fase de acuerdo

al modelo Dean-Jett-Fox.

Ensayo de migracién o cierre de la herida

A través de este ensayo determinamos las capacidades pro-angiogénicas de las células MMQ
luego del tratamiento de las mismas con TMZ o con Wnt3a, a través de la habilidad de los
sobrenadantes de las células tratadas para promover la migracion y posterior el cierre de la
herida de células endoteliales (HMEC). 2,5 x 10° HMEC se plaquearon en p24 (DMEM High
Glucose + SFB 10% + P/S 1% + Glutamina 1%) hasta 90% de confluencia. Luego las células
se privaron de suero por 24hs y se realize 2 heridas paralelas por well. Se adicion6
seguidamente medio condicionado (sobrenadantes de MMQ tratadas) o medio control y se
tomaron fotos de la misma posicién luego de 0, 4, 8 y 24 h post-estimulo con una camara
acoplada a microscopio invertido. El area libre de migraciéon se cuantifico con Image J (National
Institutes of Health, Bethesda, MD). Los controles con las drogas, pero sin células MMQ se

realizaron siempre.

Ensayo de formacion de esferas
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Para determinar el porcentaje de células madre tumorales presentes en la linea AtT20 antes y
después del tratamiento con 100uM de TMZ durante 24 o 72 h, 100.000 células fueron
cultivadas luego de ese periodo de tiempo en medio de formacién de esferas, compuesto por
medio SFDM enriquecido con FGF y B27 durante 6 dias con 1% CO2 a 37°C. El medio fue
renovado a los 3 dias. El porcentaje de esferas formadas fue calculado contando la cantidad de

esferas y relativizando al total de células sembradas.

Inmunocitoquimica

La expresion del marcador de proliferacion Ki67 (rabbit anti-Ki67; Thermo Scientific, Fremonet,
CA) en las tumoroesferas provenientes del cultivo de la linea AtT20, previamente fijadas con
PFA 4%, fue evaluada por Inmunofluorescencia segun protocolo del laboratorio del Dr.
Vankelecom, descripto en [4]. El anticuerpo secundario utilizado fue anti-rabbit conjugado con
AlexaFluor-488 y los nucleos fueron contratenidos con DAPI (0.5ug/ml, Vectashield). Para el
caso de los controles, se reemplazo el anticuerpo secundario con PBS. Los resultados fueron
examinados con microscopio confocal Zeiss LSM 510 laser-scanning (Zeiss, Zaventem,
Bélgica) y las imagenes fueron tomadas con la herramienta de Zeiss LSM y procesadas con

Image J (http://imagej.nih.gov/ij/).

Analisis estadistico
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En todos los casos, se evaluaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de variancias.
En los experimentos donde se compararon dos medias, se determiné el grado de significancia
con el test de Student. Se utilizo el test de Kruskal Wallis cuando se analizaron medianas dada
la distribucion no paramétrica de los datos. Cuando se analizé tamafo tumoral, hormona
secretada y peso de animales se hizo a través de un ANOVA de medidas repetidas seguido del
post test de Bonferroni. Los analisis de correlaciones se realizaron con el test de Pearson.

Cuando se compararon mas de dos grupos, se aplico ANOVA seguido de LSD de Fisher para
evaluar la significancia de las diferencias halladas. Los resultados se expresaron como media
t error estandar (E.E) o caso contrario se indica en las leyendas. p < 0.05 se considero
significativo (*p < 0.05), (**p < 0.01), (***p < 0.001). Cuando las diferencias no alcanzaron la
significancia (p>0.05) se las determiné como “NS”. El numero de unidades experimentales o

repeticiones de cada experimento (N) se encuentra detallado en cada figura.
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Muestras y modelos experimentales utilizados en el presente trabajo de tesis:

Muestras de tumores de pacientes o hipdfisis normales

v

Cirugia

¢ Tejido normal

o
* Prolactinomas
* Somatotropinomas
* Corticotropinomas
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Figura 7: Esquema de las muestras, modelos experimentales, tratamientos y objetivos de estudio empleados en el presente

trabajo de tesis.
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RESULTADOS:

Expresion de B-Catenina en hipoéfisis humanas normales y tumorales, su activacion en
prolactinomas y su relacioén con la proliferacién del tumor.

La expresion de la proteina principal de la via de Wnt, B-Catenina, ha sido asociada al desarrollo
de muchos tipos de tumores, principalmente en su translocacion desde la membrana al nucleo
celular y/o acumulacién en este ultimo, necesaria para su activaciéon. En tumores hipofisarios
los datos publicados arrojan resultados controversiales mostrando algunos una elevada
expresion de B-CATENINA en nucleo [56] mientras que otros, en cambio, sélo detectan a la
proteina de membrana a pesar de determinar la expresion nuclear de los genes diana de la via
[102]. En una cohorte de 15 tumores hipofisarios humanos incluidos adenomas no funcionantes
y secretores de GH, ACTH y prolactinomas resistentes de pacientes que recurrieron a cirugia
(Tabla 3), asi como en tejido hipofisario normal, detectamos por IHQ expresion de la proteina
B-CATENINA en membrana, citoplasma y nucleo (Figura 8a-e). Al analizar la distribucion de
esta proteina en las distintas muestras observamos que, dependiendo del caso, B-CATENINA
puede encontrarse agrupada en “clusters” de células o estar distribuida mas uniformemente a
lo largo del tejido normal o tumoral. Las células con marca para B-CATENINA en las distintas
sublocalizaciones celulares fueron cuantificadas y relativizadas al total de células del tejido
normal o tumoral. De manera interesante, fueron los prolactinomas los que expresaron los
menores niveles de B-CATENINA en membrana con respecto a las hipdfisis normales, mientras
qgue ningun otro tipo tumoral mostré diferencias significativas con respecto al tejido normal o
entre los grupos tumorales (Figura 8f). A su vez, este subtipo particular de adenoma hipofisario
representd ademas la mayoria del grupo de los tumores de altos niveles de proliferacion celular

(Ki67> 3%) (Figura 8g). Con respecto a la localizaciéon de la proteina en citoplasma y nucleo no
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encontramos diferencias entre los subtipos de tumores ni con respecto a las hipdfisis normales

(Figura 8h).

Dado que el cociente entre los porcentajes de B-CATENINA nuclear y de membrana podria
considerarse indicador del grado de activacion de la proteina, decidimos evaluar en esta cohorte
de tumores de hipdfisis la relacion entre B-CATENINA nuclear/membrana con el indice de
proliferacion de los mismos determinado a través del porcentaje de células con expresiéon de
Ki67. Encontramos que los tumores con un indice de Ki67 mayor a 3% y por lo tanto con mayor
grado de agresividad, relocalizan a B-CATENINA desde la membrana al nucleo en mayor

proporcion, indicando un mayor grado de activacion de la proteina (Figura 8i).

Los resultados hallados en el presente trabajo sugieren una mayor activacion de B-CATENINA
en los prolactinomas resistentes de la cohorte estudiada con respecto al resto de los tumores
hipofisarios, lo que a su vez podria promover de manera directa o indirecta las caracteristicas
de agresividad de este subtipo de adenomas, surgiendo como un interesante objeto de estudio

la activacion de la via de Wnt/B-Catenina y su relacidén con la tumorogénesis hipofisaria.
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mm Subtipo tumoral Tamaiio/localizacién Ki67 (%)
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N/A

12

3,5

22

<1

1,7

2,5

N/A

<1

6,5

<1

12

Tabla 3. Caracteristicas de la cohorte de tumores hipofisarios utilizados en el presente trabajo de tesis. En esta tabla se detalla
el sexo y la edad de los pacientes portadores de los tumores, el subtipo de tumor segln sus caracteristicas secretoras y sus
particularidades de tamafio, localizacion y de proliferacién evaluada a través del indice de Ki67 (%).
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Figura 8. La localizacién subcelular de la proteina B-CATENINA fue estudiada a través de la tincion especifica de la misma por
IHQ en cortes histoldgicos de hipdfisis normales (a) y de tumores hipofisarios humanos secretores de prolactina (PRL; b), de
hormona de crecimiento (GH; c), de hormona corticotropa (ACTH; d), y en no funcionantes (NF; e). Se muestran imagenes
representativas de la localizacion y distribucién de la proteina obtenidas por inmunohistoquimica en los cortes histolégicos.
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La localizacién subcelular de la proteina B-CATENINA en Nucleos, Membranas y Citoplasmas fue cuantificada, las células
positivas para cada localizacion fueron relativizadas al total de células del tejido y se la expresé como porcentaje (h; E.E: Error
estandar). f) Promedios de células positivas para B-CATENINA de membrana (%) en los distintos subtipos de tumores
hipofisarios y en hipofisis normales (N= 3; 5; 4; 3; 3 para Normal, PRL, GH, ACTH y NF respectivamente, *p= 0,047 vs Normal).
g) Promedio de los indices de proliferacién evaluados a través de la expresidn de Ki67 en cada subtipo tumoral (N=5; 3; 2; 3
para PRL, GH, ACTH y NF respectivamente, *p=0.018). i) Asociacidn entre el indice de proliferacion (clasificados como 0-3%
menos agresivo; >3% mads agresivo) y la relacion de B-CATENINA activa (nucleos/membranas); (N=7 y 6 para 0-3% y >3%
respectivamente, *p=0.014).

B-CATENINA EN LACTOTROPOS NORMALES Y ROL DE LA ViA CANONICA DE WNT EN
LACTOTROPOS ESTIMULADOS

Seguidamente, y habiendo surgido la activacion de la via Wnt en prolactinomas como un
interesante blanco de estudio dado el estado activo de B-CATENINA en este subtipo tumoral,
nos propusimos investigar su activacion y la de componentes de la sefal canonica Wnt, la
relacion con prolactina y con otros procesos celulares en hipdfisis murinas normales y en

distintos modelos experimentales.

Entre ellos, trabajamos con hipdfisis de ratdén estimuladas tanto in vivo como in vitro para
promover la actividad de los lactotropos, con lactotropos tumorales de rata estimulados in vitro
y en un modelo in vivo de prolactinoma murino generado por inyeccion subcutanea de estalinea
celular, en el que evaluamos ademas el comportamiento de la via Wnt/B-Catenina frente a un

nuevo tratamiento quimioterapico promisorio.

Expresion basal de B-Catenina en hipdfisis murinas normales vy su relacidon con la produccion
hormonal.
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Como primer paso, en las hipodfisis de los ratones controles de la cepa BalbC utilizada en este
estudio, evaluamos la existencia de una posible relacion entre la produccion hormonal de los
lactotropos y la expresion de B-Catenina. Encontramos que la expresion de los genes de
prolactina murina (mPRL) y de B-Catenina correlaciona fuertemente, demostrando la existencia
de una relacion positiva entre este componente clave de la via candnica de Wnt y la produccion

hormonal de los lactotropos en condiciones basales (Figura 9).
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Figura 9. Correlacidn entre la expresién del ARNm del gen de Prolactina de raton (mPRL) y de B-Catenina en hipdfisis de
ratones controles de la cepa BalbC. El coeficiente de Pearson y el grado de significancia se muestran en el grafico (N=8).

Activacion de la via Wnt en hipdfisis estimuladas farmacoldgicamente in vivo.

Ha sido ampliamente reportado que la administracion de Estradiol tiene un efecto mitogénico y
activador de los lactotropos hipofisarios, surgiendo como un interesante método de estudio a
fin de conocer los procesos fisiolégicos y moleculares que ocurren en el contexto de la

activacion de estas células [40].

Dados nuestros hallazgos previos en las muestras de tumores hipofisarios humanos y la

relacion de B-Catenina con la produccidén hormonal en hipéfisis normales murinas, continuamos
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con el estudio de la via Wnt/B-Catenina en respuesta a la activacién del lactotropo tras el

estimulo estrogénico in vivo.

La activacion de los lactotropos con el tratamiento cronico con Estradiol in vivo se corroboré a
través del aumento en la expresion del ARNm de prolactina (mPRL) en comparacion con los
controles (Figura 10a). Este aumento fue validado a nivel proteico por citometria de flujo de PRL

en células de adenohipodfisis disgregadas luego del tratamiento in vivo con E2 (Figura 10b).
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Figura 10. a) Expresion relativa del ARNm del gen de Prolactina evaluado por RT-qPCR. Los niveles de expresidn del gen fueron
relativizados a la expresidon de G3PDH (N=13 Control, N=11 E2. p=0.05). b) El aumento en la produccién hormonal luego de la
administracion de Estradiol in vivo fue confirmado por Citometria de flujo (CF) a través del andlisis de la media geométrica de
células FITC+ (50.000 eventos).

De manera similar a lo que observamos en resultados previos del laboratorio en la cepa C57,
el tratamiento con Estradiol provocé un aumento en la acumulacion nuclear de B-CATENINA,
determinado por IHQ, indicio de activacion de la via Wnt cuando los lactotropos son estimulados

(Figura 11a). El incremento de B-CATENINA activa fue confirmado por citometria de flujo con

un anticuerpo especifico para la proteina activa en homogenatos de las hipdfisis de animales
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tratados in vivo con Estradiol en comparacion con hipdfisis de animales controles (Figura 11b).
En cuanto a la localizacion de la proteina en membrana y citoplasma en los cortes histolégicos
de las hipodfisis de los animales, en este modelo bajo estimulo estrogénico no hallamos

diferencias significativas luego del tratamiento (Figura 11a).
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Figura 11. a) La expresion de B-CATENINA en las distintas sublocalizaciones celulares (=hucleos, Pmembranas y ™titoplasmas
respectivamente) fue estudiada por IHQ en tejido de adenohipdfisis de ratones tratados in vivo con Estradiol y controles. Se
muestran imagenes representativas de las IHQ para Control y Estradiol respectivamente (Fotos: 40X, Escala: 30 micrones). El
numero de células que expresaron B-CATENINA en cada una de las sublocalizaciones celulares fue relativizado al total de
células del tejido y expresadas como porcentajes (N=3 Control y N=2 Estradiol. *p=0.01 para nucleos). b) El aumento de B-
CATENINA activa determinado por IHQ (nuclear) luego del tratamiento con Estradiol fue confirmado por citometria de flujo
para B-CATENINA activa a través del porcentaje de células positivas para FITC (N=3 Control y Estradiol, *p=0.04). Imagenes
representativas de los dot-plot para Control negativo (autofluorescencia), Control y Estradiol respectivamente.

Dado que B-Catenina es un efector fundamental de una de las vias de sefializacién de los
ligandos Wnt, denominada via candnica de Wnt o Wnt/B-Catenina como se detallo
anteriormente, analizamos la expresion del ARNm de 3-Catenina y de componentes de la via
de Wnt por RT-gPCR en este modelo. Observamos que los niveles del ARNm y de B-Catenina
luego del estimulo estrogénico tendieron a incrementarse aunque sin significancia estadistica y
la expresion del ARNm del cofactor nuclear de B-Catenina, TCF4 también demostré un discreto

aumento luego del estimulo con Estradiol. Por su parte, la expresién de los genes diana de la

via, Ciclina D1 (Figura 12) y c-Myc (no mostrado) no se vio afectada luego del tratamiento con

Estradiol.
p-Catenina TCF4 Ciclina D1
400 - 250+ 200-
E E £
= -
Z 300 - 200 | % 150~ |
© o o
| £ 150
T 200- s B 1001 =
S 5 100 S
2 .00l T 8 £ 501
& 100 5 s0- £ 50
w w w
0 T T 0 T T c T T
Control E2 Control E2 Control E2

Figura 12. La expresion relativa del ARNm de los componentes de la via Wnt: B-Catenina (N=8 Control y N=5 Estradiol, NS
p=0.17), TCF4 (N=11 Control y N=8 Estradiol, NS) y Ciclina D1 (N=11 Control y N=9 Estradiol, NS) fueron evaluados por RT-
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gPCR. El nivel de expresidn de cada gen de interés fue relativizado al de G3PDH y los resultados se muestran como porcentajes
del control.

Adicionalmente, y con el fin de corroborar la respuesta de la via de Wnt ante la activacion de
los lactotropos independientemente del tratamiento utilizado, en este trabajo de tesis se empled
otro modelo de activacion de lactotropos in vivo a través de la administracion crénica vy
subcutanea de Haloperidol, antagonista de la dopamina, que actua bloqueando los receptores

D2 presentes en los lactotropos.

De manera similar a lo encontrado para E2, el tratamiento con Haloperidol también aumenté los
niveles de B-CATENINA en nucleo y citoplasma al mismo tiempo que tendié a disminuir en

membrana cuando se estudié su localizacion por IHQ (Figura 13a).
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Figura 13. a) La expresién de B-CATENINA en las distintas sublocalizaciones celulares (nucleos, membranas y citoplasmas
respectivamente) fue estudiada por IHQ en tejido de adenohipdfisis de ratones tratados in vivo con Haloperidol y controles.
El nimero de células que expresaron B-CATENINA en cada una de las sublocalizaciones celulares fue relativizado al total de
células del tejido y expresadas como porcentajes (N=3 y 2 para Control y Haloperidol respectivamente, *p=0.03 para nucleos
y *p=0.02 para citoplasmas). Figura 10. La expresion relativa del ARNm de los componentes de la via Wnt: Ciclina D1 (N=11
Control y N=4 Haloperidol, ***p=0.0003), B-Catenina (N=8 Control y N=4 Haloperidol, NS p=0.14) y TCF4 (N=11 Control y N=4
Haloperidol, NS p=0.17) fueron evaluados por RT-qPCR. El nivel de expresidn de cada gen de interés fue relativizado al de
G3PDH.

En el tejido de las hipodfisis tratadas y controles, analizamos también la expresion de
componentes de la via de Wnt por RT-gPCR y observamos que la expresion del gen diana de
la via, Ciclina D1, se incrementa significativamente luego de la administracién de Haloperidol,
apoyando la posible influencia de la via candnica de Wnt en la activacion de los lactotropos
hipofisarios. Por su parte, B-Catenina tiendio a incrementarse luego del estimulo con
haloperidol. De la misma manera a lo observado con el tratamiento estrogénico, la expresion
del mRNA del cofactor nuclear de B-Catenina, TCF4 también mostré un discreto aumento luego

del estimulo con Haloperidol (Figura 13b).

Estos resultados apoyan la hipotesis de la participacion de la via de Wnt en la activacion del
lactotropo, lo que podria ser causa o consecuencia de su actividad desregulada, pudiendo

derivar en el desarrollo del tumor hipofisario.

Respuesta de la via Wnt en lactotropos estimulados farmacoldégicamente con Estradiol in vitro

Seguidamente, corroboramos la modulacion de la expresidn de componentes de la via de Wnt

in vivo por el tratamiento activador del Estradiol, en un modelo in vitro. En este modelo,
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evaluamos el efecto de la estimulacién con Estradiol directamente sobre las células de las
hipdfisis. Las glandulas hipofisarias de los ratones fueron extraidas, disgregadas mecanica y
enzimaticamente, cultivadas en adherencia y estimuladas con Estradiol in vitro. En este
contexto, componentes de la via de Wnt tales como B-Catenina, el receptor Fzd8 y el gen diana

Ciclina D1 tienden a aumentar su expresion como respuesta a la activacion directa por Estradiol

(Figura 14).
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Figura 14. La expresion del mRNA de los componentes de la via de Wnt B-Catenina (N=3, p=0.19), Frizzled8 (N=2, NS) y Ciclina
D1 (N=3, NS) fue evaluada por RT-qPCR en células de hipofisis dispersas cultivadas en adherencia luego del tratamiento con
E2 in vitro. El nivel de expresidn de cada gen de interés fue relativizado al de G3PDH y se muestra como porcentaje de los
controles.

De esta manera, nuestros resultados de activacion de lactotropos in vivo e in vitro muestran una
respuesta en torno a la activacion de la via Wnt lo que sugeriria su participacion en el proceso

tumoral.
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Expresion de la via Wnt en lactotropos tumorales MMQ vy efecto del estimulo con Estradiol

Los resultados anteriores llevados a cabo en los modelos experimentales estan enmarcados en
el contexto de hipdfisis normal completa, en donde la activacion de los lactotropos fue
promovida farmacolégicamente tanto in vivo como in vitro, y muestran la respuesta activa de la
via de Wnt como efecto del estimulo hipofisario en cada contexto. Dada la relevancia de la via
de Wnt en el desarrollo de distintos tumores incluidos los tumores de hipodfisis y nuestros
resultados in vivo e in vitro, estudiamos a continuacion el efecto del Estradiol en un modelo de

lactotropos tumorales.

La linea celular MMQ es una linea de lactotropos tumorales provenientes de un tumor hipofisario
de rata. En estos lactotropos tumorales, estudiamos el efecto de la estimulacion con 108 M de
Estradiol in vitro y observamos que dicho tratamiento no fue suficiente para incrementar de
manera significativa la expresion del gen de Prolactina (Figura 15a). Sin embargo, en este
modelo, el tratamiento promovié la activacion de la via de Wnt a través de un incremento en los
niveles de la proteina B-CATENINA activa medida por citometria de flujo luego de 24hs de
estimulo. La expresion del mRNA de B-Catenina no se modificd luego del tratamiento. En
concordancia con el aumento de B-CATENINA activa, el estimulo estrogénico promovié también

un aumento en la expresion del gen diana Ciclina D1 en los lactotropos tumorales (Figura 15b).

Por otro lado, en este modelo el tratamiento con Estradiol no fue suficiente para aumentar la
viabilidad o disminuir la apoptosis de los lactotropos tumorales (Figura 15c). La secrecion del
factor angiogénico VEGF, tampoco se modificé luego del tratamiento en estas células (Figura

15d).
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Figura 15. a) Los niveles de expresién del mRNA de Prolactina se determinaron a través RT-qPCR. Su expresion fue relativizada
a la del mRNA de G3PDH y expresada como porcentaje de los controles (24hs, N=3 Control y Estradiol, p=0.15). b) Los niveles
de B-CATENINA activa se determinaron a través del analisis de la media geométrica de las células APC+ por citometria de flujo
en la linea MMQ luego del estimulo con Estradiol (24hs, N=2 Control y Estradiol, p=0.1872). La expresidon del ARNm de B-
Catenina (24hs, N=3 Control y Estradiol, NS) y Ciclina D1 (24hs, N=3 Control y Estradiol, *p=0.044) luego del estimulo con
Estradiol en la linea MMQ se evalué por RT-qPCR. La expresion de cada gen de interés fue relativizada a la del mRNA de
G3PDH y expresada como porcentaje de los controles. c) La viabilidad de las células de la linea se determind con el ensayo de
viabilidad MTS, los resultados de la absorbancia (595-655nm) son mostrados como porcentaje de los controles (24 y 48hs,
N=2 Control y Estradiol, NS). El porcentaje de células apoptdticas (Anexina V positivas) fue determinado en la linea MMQ por
Citometria de flujo luego del tratamiento con Estradiol (24 y 48hs, N2 y 1 respectivamente, NS). d) La secrecion de VEGF al
medio de cultivo (ng/ml) por las MMQ fue cuantificada por ELISA luego del tratamiento (24 y 48hs, N=2 Control y Estradiol,
NS).

Efecto de la activacion especifica de la via de Wnt en los lactotropos tumorales MMQ.

Evaluado el estado de la via candnica de Wnt en los lactotropos tumorales luego del estimulo

estrogénico, nos propusimos estudiar el impacto de su activacion con el ligando especifico de
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la via canoénica de Wnt (Wnt3a) en la respuesta de los lactotropos tumorales MMQ.
Confirmamos que tanto 0.25 ng/ml como 1 ng/ml de Wnt3a promueven un aumento en la
expresion de la proteina B-CATENINA de manera dosis dependiente en los lactotropos
tumorales evaluado por WB (Figura 16a), en tanto que la proteina B-CATENINA activa mostré
una tendencia a un aumento de su expresion a las 12 horas de estimulo con Wnt3a determinado
por Citometria de flujo (Figura 16b). A nivel del ARNm no se encontraron diferencias
significativas en la expresién de B-Catenina o en los genes diana Ciclina D1 ni ¢c-Myc (no
mostrado). Sin embargo, la activacion de B-CATENINA correlaciond positiva y
significativamente con la expresién de la proteina C-MYC en lactotropos en cultivo y esta
activacion derivd ademas en el aumento (no significativo) de la expresiéon del gen diana de la
via de Wnt CICLINA D1 a nivel proteico (Figura 16c). Estos resultados dan cuenta de la rapida
respuesta y participacion activa de la via de Wnt en el mantenimiento de los lactotropos

tumorales.
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Figura 16. a) Los niveles de B-CATENINA se determinaron por WB en la linea MMQ luego del estimulo Wnt3a 1ng/ml o
10ng/ml. La expresién de la proteina fue relativizada a la de ACTINA (2hs, N=4; 3 y 4 Control, Wnt3a 1ng/mly Wnt3a 10ng/ml
respectivamente. *p=0.01 y 0.05). Se muestra una imagen representativa del WB (C=Control). b) Los niveles de B-CATENINA
activa se determinaron por WB (relativizados a la expresidon de G3PDH) y a través del andlisis de la media geométrica de las
células FITC+ por CF en la linea MMQ luego del estimulo Wnt3a 1ng/ml (WB N=5-2, NS. CF 12hs N=3 y 3 Control y Wnt3a
respectivamente. p=0,195). Se muestran histogramas representativos. c) Los niveles de C-MYC se determinaron por WB en
la linea MMQ luego del estimulo Wnt3a 1ng/ml, su expresidn se relativizé a la de ACTINA y fue correlacionada con la de B-
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CATENINA (N=16, r de Pearson y grado de significancia se muestran en el grafico). La expresién de CICLINA D1 se determiné
por WB en la linea MMQ luego del estimulo Wnt3a 1ng/ml, su expresidn se relativizo a la de ACTINA (N=2 Control y Wnt3a,
NS).

Seguidamente, evaluamos el impacto de esta activacion en procesos fundamentales para el
desarrollo del prolactinoma como son la viabilidad celular, la produccién hormonal y la

angiogénesis.

La activacion mediante el estimulo con Wnt3a promovié un incremento en la expresion del gen
de Prolactina (Figura 17a) a posteriori de la activacion de B-CATENINA (Figura 16a-b), y un
aumento moderado, aunque no significativo, en la secrecion de la hormona (Figura 17a) en
conjunto con la activacion de B-CATENINA (Figura 16b), apoyando una vez mas la posible
relacion de esta via y la actividad de los lactotropos tumorales en este caso. La bibliografia
respecto al rol de la via de Wnt y su efecto en el arresto del ciclo celular es escasa. En este
modelo, no encontramos diferencias significativas en la viabilidad celular dada por el estimulo
de Wnt3a (Figura 17b) y en concordancia con esto tampoco en el porcentaje de células en las
distintas fases del ciclo celular luego de la estimulacion en estas condiciones de cultivo.
Determinamos ademas que en este modelo de lactotropos tumorales el aumento de B-
CATENINA activa luego de 12hs de estimulo con Wnt3a estaria acompafado por una aparente

disminucién de la apoptosis de las MMQ (Figura 17b).
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Figura 17. a) La expresion del ARNm de rPrl (N= 4 Control y 3 Wnt3a 1ng/ml, ***p=0.0007) en la linea MMQ se evalud por
RT-gPCR y fue relativizada a la del mRNA de G3PDH y expresada como porcentaje de los controles. Los niveles de rPRL
secretados al sobrenadante se determinaron por WB en la linea MMQ luego del estimulo Wnt3a 1ng/ml (N=7-4, NS). b) La
viabilidad de las células MMQ luego del estimulo con Wnt3a se determiné con el ensayo de MTS (N=4, NS). El porcentaje de
células en las distintas fases del ciclo celular fue evaluado por Citometria de flujo luego del estimulo con Wnt3a 1ng/ml. (N=5-
2, NS). El porcentaje de células apoptdticas (Anexina V positivas) fue determinado en la linea MMQ por Citometria de flujo
luego del tratamiento con Wnt3a 1ng/ml (N=6-2; p=0.09 12hs).

En cuanto al rol de la activacién de Wnt sobre la angiogénesis en los lactotropos tumorales, si
bien la activacién de B-CATENINA y consecuentemente de la via canénica de Wnt promueve
el aumento en la expresion del mMRNA de Vegf luego de 48hs en las células, hasta este tiempo
de estimulo la secrecion de VEGF no se ve afectada. Esto se evidencia ademas en la capacidad
angiogénica reducida de los sobrenadantes de los lactotropos tumorales estimulados con

Wnt3a cuando se los evalua en un ensayo de migracion sobre células endoteliales. En este
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modelo de lactotropos tumorales, la angiogénesis no estaria siendo promovida por la activacion

con Wnt3a (Figura 18).

Vegf VEGF secretado
3 Control e =3 Control
0 Wnt3a 1 Wnit3a
E *x I
g 60004 [
S 200
£ E
£ 5 4000+
5 100
@ 2000
8
>
w
0 . 01y -
12hs

12hs 24hs 48hs

Control

Ensayo de migracion

0.80+ = Control
= Whnt3a
5 0.754
3
@
-
]
£ 0.704
g
<
0.65 T T

12hs 48hs

Wnt3a

Figura 18. La expresion del ARNm de Vegf (48hs; N= 4 y 3 Control y Wnt3a 1ng/ml; **p=0.003) en la linea MMQ se evalué
por RT-qPCR y fue relativizada a la del mRNA de G3PDH y expresada como porcentaje de los controles. La secrecién de VEGF
al sobrenadante de cultivo por las MMQ luego del tratamiento fue evaluado por ELISA (N=8 Control y Wnt3a 1ng/ml, NS). La
capacidad angiogénica de los sobrenadantes de las MMQ tratadas con Wnt3a o controles se evalué en un ensayo de cierre
de la herida sobre células endoteliales HMEC (N=3 y 1 Control y Wnt3a 1ng/ml, NS). Se muestran imagenes representativas
del ensayo luego de 24hs de cultivo con sobrenadantes de MMQ tratadas con Wnt3alng/ml durante 48hs (fotos 40X, escala:

30 micrones).

Como conclusiones en este modelo de lactotropos tumorales, y considerando la respuesta de

la via de Wnt tras la activacion de los lactotropos normales por Estradiol estudiada
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anteriormente, podemos inferir que la activacién especifica de la via de Wnt genera una
respuesta en la produccion hormonal de los lactotropos, mientras que 1ng/ml de Wnt3a tendria

un moderado impacto en la apoptosis de los mismos y no promoveria angiogénesis.

Seguidamente nos preguntamos qué papel tendria y como responderia la via de Wnt/3-
Catenina al tratamiento quimioterapéutico en este modelo in vitro de lactotropos tumorales y en
el desarrollo del prolactinoma in vivo, con el fin de entender el rol que estaria teniendo ésta via

en la respuesta o resistencia a nuevos tratamientos quimioterapicos para casos resistentes.

SENALIZACION WNT/B-CATENINA Y TRATAMIENTO DE PROLACTINOMAS.

Respuesta de prolactinomas experimentales al tratamiento con TMZ.

Para investigar el rol de la via Wnt/B-catenina en el desarrollo de prolactinomas experimentales
y en respuesta al tratamiento, como primera medida los lactotropos tumorales MMQ fueron
inyectados en forma subcutdanea en ratones inmunodeficientes con el fin de generar
prolactinomas (Figura 19a). Seguidamente, se administr6 TMZ de manera oral a los animales
durante 2 semanas (con un periodo de descanso entre semanas de dos dias) y la respuesta a
este tratamiento fue determinada a nivel sérico e histolégico. En cuanto a la produccion
hormonal, determinamos que el tejido de estos tumores mostré una alta inmunoreactividad para
prolactina evidenciando la presencia de lactotropos activos (Figura 19b) y que, en los
homogenatos de los prolactinomas, TMZ disminuyd en un 60% la sintesis del mMRNA de Pr/
comparado con los controles al mismo tiempo que disminuy6é también la produccion de la

proteina PRL de manera significativa (Figura 19c), remarcando la efectividad de TMZ en el
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tratamiento de los prolactinomas. Adicionalmente, los niveles de la proteina sérica mostraron

una discreta normalizacién hacia el final del tratamiento (Figura 19d, p=0,058).
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Figura 19. a) Imagenes representativas de prolactinomas subcutaneos desarrollados luego de la inoculacion con células MMQ
y del tratamiento con TMZ. Izquierda: Animal control; Derecha: Animal tratado con TMZ. Las imagenes fueron tomadas al
final del tratamiento. b) IHQ de prolactina en prolactinomas control y tratados. Izquierda: Animal control; Derecha: Animal
tratado con TMZ. Las imagenes fueron tomadas al final del tratamiento (10x, escala: 100 micrones). c) Sintesis de prolactina
en los homogenatos de los prolactinomas controles y tratados. La expresion del ARNm de Pr/ se estudié por RT-qPCR, los
niveles de ARNm se normalizaron a la expresidn del gen constitutivo Actina y se muestran como porcentajes de control (N=9
y 8 Control y TMZ respectivamente, ***p=0,0001). Los niveles de la proteina PRL se analizaron mediante WB, se normalizaron
a los niveles de G3PDH y los resultados se muestran como porcentajes de controles. Se muestra una imagen representativa
del WB (N=10 Control y TMZ, **p=0,0066). Jrm1, m2, m3, m4 indican animales diferentes. d) La PRL secretada al suero de los
animales durante el esquema del tratamiento se analizé mediante RIA y se expresa en ng/ml (N=4 Control y TMZ, p=0,058).
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En relacion a los niveles de apoptosis celular, observamos que con TMZ se incremento el
numero de células positivas para Caspasa-3 activa en el tejido de los prolactinomas de los
animales tratados con respecto a los controles determinado por IHQ (Figura 20a). A pesar de
ello, el tamafo tumoral de los animales no mostré diferencias significativas a lo largo de los dos
ciclos de TMZ administrados, si bien siempre se encontrd por debajo de los controles (Figura
20b). El indice de proliferacion intratumoral medido por Ki-67, la expresion de PCNA o de
proteinas asociadas a la proliferacion (pERK o JNK) no se vieron modificados por el tratamiento

(Figura 20c).

Por su parte, la tolerancia a la droga qued6é demostrada en el peso corporal de los ratones
tratados, el cual permanecié inalterable a lo largo del esquema de administracién en

comparacioén con los controles (Figura 20d).

En sintesis, los animales desarrollaron prolactinomas activos luego de la inyeccion subcutanea
de los lactotropos MMQ, y TMZ tuvo una clara influencia inhibitoria sobre la produccion
hormonal de éstos y sobre la viabilidad de las células de los tumores, demostrando su caracter

antitumoral en el modelo.
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Figura 20. a) La tasa apoptdtica de las células de los tumores antes y después del tratamiento fue analizada por IHQ para
Caspasa 3 activa en secciones de tejido de los prolactinomas. Las células Caspasa 3 positivas se contaron en toda la seccidon
de tejido y los resultados se expresaron como células positivas por campo 40x (N=7 y 6 Control y TMZ respectivamente,
*p=0,03). Se muestran imagenes representativas de la IHQ para la Caspasa 3 en cortes de prolactinomas controles y tratados
(40x, escala: 30 micrones). b) El volumen tumoral de los ratones control y tratados con TMZ se registré a lo largo del
tratamiento utilizando un calibre y se expresé como mm3 (N=10 Control y TMZ, NS). Se muestran imagenes representativas
de los tumores extraidos al final del tratamiento. c) Proteinas asociadas al crecimiento tumoral y a la proliferacién celular
medidas por WB en los homogenatos de los prolactinomas antes y después del tratamiento. La expresidn de las proteinas
fue relativizada a la de G3PDH y expresadas como porcentaje de los controles. d) El peso (grs.) de los animales durante el
esquema de administracion de la droga fue monitoreado y los resultados se muestran en el grafico como promedio mas error
estandar de cada grupo.
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Correlacion de componentes de la via de Wnt v prolactina, v efecto del tratamiento
quimioterapico sobre la via en los prolactinomas.

En el modelo de prolactinomas in vivo, investigamos también la relacién entre prolactina y
componentes de la via de Wnt. De manera interesante y como ya habiamos descripto con
anterioridad para las hipofisis normales in vivo (Figura 9), en este modelo tumoral también
encontramos una fuerte correlacion positiva entre B-Catenina y Prolactina tanto a nivel del
mRNA como a nivel proteico (Figura 21a). A su vez, B-Catenina correlaciono con la sintesis de
Ciclina D1 (Figura 21b) reforzando la asociacién de la activacion de la via de Wnt con la
produccion hormonal en los tumores secretores de prolactina, mientras que, entre los genes
diana de la via de Wnt evaluados, Ciclina D1 correlacion6 con Prolactina, pero no lo hicieron c-
Myc ni Pitx2 (Figura 21c). Adicionalmente, el tratamiento quimioterapico disminuyo
significativamente tanto los niveles del mRNA de B-Catenina como los de Ciclina D1. Sin
embargo, la expresion de la proteina B-CATENINA si bien mostré una tendencia a la reduccion
no alcanzo diferencias significativas luego del tratamiento con TMZ (Figura 21d). En linea con
lo hallado anteriormente, los datos de la correlacion mostraron que los prolactinomas de los
animales tratados con TMZ expresaban menores niveles de estos componentes que los

controles (puntos negros en Figura 21a-c).

Por otro lado, ni la expresion de los genes diana c-Myc, Pitx2 ni la forma activa de la proteina
GSK3 (p-GSK3B) componente del complejo de destruccion de B-Catenina, se vieron afectados

por TMZ (Figura 21e).
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En conjunto, nuestros resultados sugieren la participacién de la via de sefializacion Wnt/B-

Catenina en el desarrollo de los prolactinomas, puntualmente en la produccion hormonal, y

también como respuesta en la efectividad de TMZ en el control de estos tumores.
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Figura 21: Se muestran en a) la correlacidn entre Prolactina y 8-Catenina a nivel del ARNm (izquierda, N=9y 8 Control y TMZ
respectivamente) y proteina (derecha, N=10 Control y TMZ), en b) la correlacion de 8-Catenina con Ciclina D1 a nivel de ARNm
(N=9 y 8 Control y TMZ respectivamente) y en c) la correlacién entre los ARNm de Prolactina y los genes diana de la via de
Whnt: Ciclina D1, c-Myc y Pitx2 (N=10y 8 Control y TMZ, respectivamente para los tres genes). Los coeficientes de correlacion
de Pearson y el grado de significancia se encuentran indicados en los graficos (p<0,05 indica correlacidn significativa y p>0.05
no significativa). d) Niveles de expresiéon del ARNm de 8-Catenina y del gen diana Ciclina D1 luego del tratamiento (N=9 y 8
Control y TMZ, **p=0,0025 y ***p=0,0001 respectivamente). Los niveles de proteina de B-CATENINA no se modificaron
después del tratamiento con TMZ (N=10 Control y TMZ, NS). e) La expresién de los genes diana c-Myc (N=9 y 8 Control y TMZ
respectivamente, NS) y Pitx2 (N=9 Control y TMZ respectivamente, NS) se cuantificaron por RT-qPCR, y los niveles de proteina
pGSK3-B se analizaron por WB (N=6 Control y TMZ, NS). En todos los casos, la expresion de los genes de interés a nivel del
ARNm se normalizaron a la expresion del gen constitutivo Actina. La expresion de proteinas fue estudiada por WB y se
normalizaron a los niveles de G3PDH. Los datos se muestran como porcentajes de los controles.

TMZ no afecta al proceso de angiogénesis en los prolactinomas in vivo

La angiogénesis fue evaluada luego de la administraciéon de TMZ en el modelo de prolactinomas
in vivo. Ni los niveles intratumorales del mMRNA o de la proteina de VEGF se modificaron por la
administracion de TMZ al compararlos con los controles (Figura 22a). Fgf2, otro factor
angiogeénico importante también se mantuvo sin alteraciones en su expresion en el tejido de los
prolactinomas tratados con TMZ respecto a los no tratados (Figura 22b). Se determiné ademas,
a través de la inmunomarcacién para a-SMA, que el tratamiento quimioterapéutico no modifica
el area vascular, la densidad microvascular o el tamafio de vasos sanguineos de los tejidos de
los prolactinomas comparados con los controles (Figura 22c). Adicionalmente, no determinamos
diferencias en la expresion de la proteina CD31 presente en los prolactinomas tratados y
controles analizada por WB luego del tratamiento (Figura 22d). Tomados en conjunto, estos
resultados sugieren que TMZ no estaria modulando la respuesta angiogénica en este modelo

in vivo.
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Figura 22. a) El VEGF intratumoral se analizé tanto a nivel del ARNm (N=9 y 8 Control y TMZ respectivamente, NS) como de
proteina (N=10 Control y TMZ, NS) por RT-gPCR y ELISA (datos mostrados como pg/ug), respectivamente. b) La expresidn de
Fgf2 también fue evaluada por RT-gPCR (N=9 y 8 Control y TMZ respectivamente, NS). Los niveles de ARNm se normalizaron
a la expresién del gen constitutivo Actina. c) El area vascular, la densidad microvascular y el tamarfio de los vasos sanguineos
se estudiaron mediante la inmunotincion de a-sma en tumores xenotropicos después del tratamiento con TMZ (N=6y 9
Control y TMZ, NS). d) La expresion de CD31 se cuantificé por WB (N=7 Control y TMZ, NS). Los niveles de proteina se
normalizaron a la expresién de G3PDH. Los datos se muestran como porcentajes de los controles.

TMZ inhibe la viabilidad celular e induce apoptosis v arresto de ciclo celular en las MMQ in
vitro

Dada la fuerte asociacion de la via de Wnt y la produccion hormonal que determinamos en los
prolactinomas experimentales y el efecto antitumoral de TMZ a través del aumento de la
apoptosis y la inhibicion de la hiperprolactinemia y la via de Wnt in vivo, el siguiente paso fue
determinar el efecto directo de TMZ sobre los lactotropos tumorales MMQ in vitro. Se evalué en
primera instancia la viabilidad de las células MMQ por el ensayo de MTS luego de la

administracion de 200uM de TMZ. En este modelo encontramos que la viabilidad celular
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disminuye luego de 72 h de tratamiento con TMZ (Figura 23a). En concordancia con esto, TMZ
incremento la tasa de apoptosis celular de las células tumorales evaluada por citometria de flujo
cuando se las comparé con los controles (Figura 23b) de la misma manera que observamos
con el tratamiento in vivo (Figura 20a). Estos efectos podrian estar causados por un arresto en
fase G2/M del ciclo celular causado por TMZ luego de 24 h de tratamiento (Figura 23c. p=0,09;
*p= 0,013 and p=0,07 para 12; 24 y 72 h respectivamente). Estos resultados demuestran que
el agente alquilante ejerce su efecto antitumoral en forma directa sobre la proliferacion de las
células tumorales y su supervivencia. Por otro lado, en este modelo in vitro no detectamos
cambios en los niveles de la proteina PRL como producto del tratamiento con TMZ como
habiamos observado in vivo. Contrariamente, la sintesis del mMRNA de Prolactina se incremento

luego de 48hs de tratamiento con TMZ, probablemente de manera compensatoria.
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Figura 23. a) Se agregdé TMZ directamente al cultivo de células MMQ durante 12, 24, 48 0 72 hs y se determind la viabilidad
celular mediante ensayo MTS. Los datos se muestran como porcentaje de los controles (N=5-7, *p=0,005). b) Se analizaron
las células apoptéticas, (apoptosis temprana) luego del tratamiento con TMZ mediante Citometria de Flujo determinando la
expresion de Anexina V y la tincion negativa para IP. Se muestran dot-plots representativos (N=4, *p=0,042). c) Se evaluaron
los porcentajes de células control y tratadas con TMZ en diferentes fases del ciclo celular por CF y se analizaron de acuerdo
al modelo Dean-Jett-Fox (N=6-3, *p=0,013 para 24 hs). Se muestran histogramas representativos del arresto del ciclo celular
luego de 24hs de tratamiento con TMZ. d) Los niveles de expresion de Prolactina se determinaron mediante WB y RT-qPCR
en células control y tratadas con TMZ. Los datos se muestran como porcentaje de los controles. Los niveles de PROLACTINA
secretada se expresan en unidades arbitrarias. Los niveles de rPRL se relativizaron a la expresion del ARNm de Actina (N=4,
NS y N=4 *p=0,027, respectivamente).

Inhibicion de B-CATENINA en las células de prolactinoma MMQ por TMZ

Seguidamente y habiendo comprobado el efecto directo de TMZ sobre los lactotropos

tumorales, estudiamos su implicancia en la regulacién de la via de Wnt in vitro. El tratamiento
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con TMZ redujo significativamente la activacion de B-CATENINA luego de 48hs de tratamiento
como determinamos por WB y Citometria de Flujo (Figura 24a) al mismo tiempo que tendi6 a
disminuir los niveles del mRNA de (-Catenina previamente (Figura 24b), confirmando la
influencia del tratamiento antitumoral sobre la actividad de este componente esencial de la via
de Wnt. Por otro lado, la expresion de Ciclina D1y de c-Myc no mostraron diferencias luego de
tratamiento como habia sido determinado en el modelo in vivo, mientras que los niveles del

MRNA de Pitx2 se incrementaron luego del tratamiento con TMZ (Figura 24c).
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Figura 24. Se estudio la expresién y activacidn de componentes de la via de sefializacion de Wnt en lactotropos tumorales
luego del tratamiento in vitro con TMZ durante 12, 24 y 48hs. a) El estado de activacidon de B-CATENINA se analizd mediante
WB (izquierda, N=4-5, *p=0,048) y CF (derecha, N=4-6, NS). Se muestran imagenes representativas de la expresién de B-
CATENINA en células de prolactinoma control y tratadas con TMZ. La linea divisoria muestra el punto en el cual se unieron
las dos partes del gel. Los histogramas de MIF (Intensidad de fluorescencia media) muestran la expresidon de B-CATENINA en

81



el tratamiento con TMZ (negro) o Control (linea de puntos o discontinua). El control autofluorescencia también se representa
en el grafico (gris). b) Se cuantificé mediante RT-qPCR el efecto de TMZ en la expresion del ARNm de B-catenina (N=3, NS). c)
Los niveles de ARNm de los genes diana de Wnt, c-Myc (N=3, NS), Ciclina D1 (N=2, NS) y Pitx2 (N=3, *p=0,009) se determinaron
por RT-gPCR. En todos los casos, los niveles de ARNm se normalizaron a la expresion del gen de referencia Actina y se
muestran como porcentaje de los controles. Los niveles de proteina evaluados por WB se normalizaron a la expresion de
G3PDH y también se calibraron a los controles.

TMZ inhibe la secrecion de VEGF de los lactotropos tumorales in vitro

A diferencia de lo hallado en el modelo in vivo (Figura 22) donde no detectamos cambios en los
niveles de Vegf ni en los parametros angiogénicos luego del tratamiento con TMZ, en las células
MMQ in vitro determinamos una inhibicion estadisticamente significativa de los niveles de VEGF
secretados demostrando una regulacion directa de TMZ sobre la respuesta angiogénica de las
mismas (Figura 25a). Ademas, cuando evaluamos la capacidad angiogénica de los
sobrenadantes de las células MMQ tratadas con respecto a los controles en un ensayo funcional
sobre un cultivo de células endoteliales, encontramos que estas células mostraron una
migracion mucho mas moderada que la de los controles denotando capacidades angiogénicas
reducidas luego del tratamiento quimioterapico (Figura 25b). Por otro lado, no determinamos
diferencias en la sintesis del mMRNA de Vegf o Fgf2 luego del tratamiento de las MMQ con TMZ,

comparado con los controles (Figura 25c).
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Figura 25. a) El VEGF liberado al sobrenadante de cultivo celular en respuesta a TMZ se determind por ELISA (N=9, *p=0,04).
Los datos se muestran en pg/ml. b) La capacidad angiogénica de los sobrenadantes del cultivo de MMQ controles y tratadas
con TMZ se estudiaron a través de la migracion de células endoteliales por el ensayo de cierre de herida. Se graficé el area
libre de migracion luego de 24 hs de cultivo de células endoteliales con los sobrenadantes de las células MMQ (tratadas o no
con TMZ por 12, 24 y 48hs, N=2-5, NS). Se muestran imagenes representativas del ensayo de cierre de herida luego de 24hs
de cultivo con medio condicionado (abajo). c) Se determiné la expresion del ARNm de Vegf (N=4, NS) y Fgf2 (N=2-3, NS) por
RT-gPCR luego del tratamiento con TMZ. Los niveles de ARNm se normalizaron a la expresion del gen de referencia Actina y
se muestran como porcentaje de los controles.

VIA CANONICA DE WNT EN CORTICOTROPINOMAS Y EN MODELOS
EXPERIMENTALES.
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Respuesta de corticotropinomas experimentales al tratamiento con TMZ.

A raiz de los resultados de la expresion de B-CATENINA en el tejido de los adenomas
hipofisarios de la cohorte de pacientes empleada (Figura 8) donde, en contraosicién a lo hallado
en los prolactinomas, los corticotropinomas expresaron mayor B-CATENINA de membrana
(Figura 8f) y menor indice de proliferacion (Figura 8g), nos planteamos evaluar el estado de
activacion y la respuesta de la via de Wnt/B-Catenina frente al desarrollo y tratamiento de este

tipo de adenomas hipofisarios secretores de ACTH.

Nuestros resultados en un modelo de corticotropinomas in vivo generado a través de la
administracion subcutanea de la linea de corticotropos tumorales de raton AtT20 son
preliminares hasta el momento pero de trascendencia para el trabajo. Cuando los
corticotropinomas subcutaneos comenzaron a ser palpables, evaluamos el efecto de la
administracion oral de TMZ (20mg/kg) sobre el crecimiento tumoral durante el esquema de
tratamiento y sobre el peso de los tumores al momento del sacrificio. Encontramos que en este
modelo TMZ reduce modestamente el tamafo tumoral (Figura 26a) como asi también el peso
de lo corticotropinomas al final del esquema de tratamiento (Figura 26b), demostrando su
posible efecto antitumoral en los adenomas experimentales. En este modelo determinamos
también que la administracién de TMZ promueve una moderada disminuciéon del ARNm de
Ciclina D1y de la proteina pGSK3p, componentes de la via de Wnt (Figura 26c¢), mientras que
la expresién de la proteina B-CATENINA no fue detectada en este modelo. Adicionalmente, los
resultados obtenidos con otras proteinas relacionadas a la proliferacion celular (JNK) y a la
angiogénesis (CD31) indican que estas también podrian ser blanco del tratamiento con TMZ en

los corticotropinomas experimentales in vivo (Figura 26d).
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Figura 26. a) El crecimiento tumoral en animales con corticotropinomas subcutaneos a lo largo del tratamiento con TMZ fue
registrado con calibre y expresado como la mediana del volumen tumoral mas error (mm3) (N=4 y 3 Control y TMZ
respectivamente, NS). b) Se muestran imagenes representativas de los corticotropinomas generados por inyeccidn
subcutdnea de las células AtT20 al final del esquema de tratamiento. El peso de los tumores (grs.) al momento del sacrificio
de los animales fue registrado con balanza de precisidon y graficado como promedio mas error (N=4 y 3 Control y TMZ
respectivamente, NS). c) La expresion del ARNm de Ciclina D1 y la proteina pGSK3f, componentes de la via Wnt, y de
proteinas asociadas a la proliferacion y a la angiogénesis (d, JINK y CD31) fue evaluada por RT-qPCR y WB (N=4 y 3 Control y
TMZ respectivamente, NS). La expresion de Ciclina D1 fue relativizada al ARNm de G3pdh y la de las proteinas evaluadas por
WB a la proteina G3PDH. En todos los casos los resultados se muestran como porcentaje de los controles.

Transformacion de un corticotropinoma silente a agresivo: Activacion de B-CATENINA,
transformacioén de la vasculatura tumoral y efecto del tratamiento con TMZ.

Nuestros resultados en el modelo de corticotropinoma de ratén y la bibliografia demuestran
efectos interesantes del tratamiento de este subtipo de tumor hipofisario con el agente

quimioterapico TMZ. No obstante ello, los reportes no profundizan en los mecanismos
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moleculares involucrados en este tratamiento. En este sentido y como parte del presente trabajo
de tesis, evaluamos en un caso excepcional de un paciente con corticotropinoma silente que
evolucion6 a tumor agresivo secretor de ACTH, los cambios en parametros angiogénicos y la
expresion y localizacién de B-CATENINA en los tejidos tumorales obtenidos de las tres

sucesivas cirugias de esta paciente con tumor hipofisario recurrente.

El caso se trata de una paciente femenina de 65 afos quien, en 2008, consulta por alteraciones
visuales, hemianopsia bitemporal y dolor de cabeza. La resonancia magnética pre-operatoria
demuestra la presencia de una lesion selar y supraselar con compromiso del quiasma o6ptico,

compatible con adenoma hipofisario (Figura 27).

min 17 sec (1ave(s)
o e 020 ml/kg GADOLINIO

Figura 27. Imagenes representativas de la resonancia magnética axial (izquierda) y sagital (derecha) del tumor hipofisario
silente con lesidn selar y supraselar, y compromiso del quiasma éptico diagnosticado en la paciente en el afio 2008. Las flechas
rojas indican localizacién de la masa tumoral e invasidn de regiones lindantes.

Se realiza cirugia transesfenoidal con reseccion total de la lesidon. Los analisis

anatomopatoldgicos posquirurgicos determinan células de adenoma hipofisario sin signos de
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necrosis y con un indice de proliferacién determinado por la expresion de Ki67 menor al 1%,
con inmunorreactividad positiva para ACTH y negativa para el resto de las hormonas
hipofisarias. Dado este resultado, con ausencia ACTH y con Cortisol plasmatico elevado, se lo
diagnostica como corticotropinoma silente (Tabla 4). Los controles sucesivos demuestran
mejoria de la agudeza y el campo visual con perfil hormonal normal. Luego del periodo habitual
en el que los pacientes operados requieren de sustitucion hormonal, esta paciente solo requirid
administracion de hormonas tiroideas. La paciente abandona los controles después del afio de

seguimiento.

En el afio 2014 la paciente retorna a consulta médica mostrando aumento de peso, hipertension
arterial y diabetes. Al examen clinico se encuentra obesidad centripeta con estigma de
enfermedad de Cushing. Se solicita analisis endocrino que muestra aumento del cortisol y

ACTH plasmaticos y del cortisol libre urinario (patron de enfermedad de Cushing, Tabla 4).

La RMN muestra un tumor gigante de la region selar con invasion de la region nasal,
comprometiendo ambos senos cavernosos y extendiéndose alrededor de las cardtidas. Se
realiza una nueva exéresis con reseccion parcial dadas las caracteristicas rigidas de la masa
tumoral y el compromiso de las estructuras circundantes. El tejido proveniente de esta nueva
cirugia denot6é un adenoma croméfobo que sorprendentemente no inmunomarco para ACTH a
pesar de las claras caracteristicas de enfermedad de Cushing. La inmunomarcacion para Ki67
arrojo un indice del 9% y sumado a la reactividad de las células a p53 se clasificé al tumor como
altamente agresivo. Los estudios endocrinos subsecuentes reportaron ACTH y cortisol en
sangre elevados (Tabla 4). Se decide entonces realizar tratamiento con Ketoconazol y TMZ

durante 6 meses (175mg/m?/dia durante 5 dias consecutivos al mes y descanso el resto de los
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dias). En el afio 2015 aparece una nueva recidiva constatada por resonancia magnética. Se
realiza una tercera cirugia y el tumor extirpado muestra inmunomarcacion positiva para ACTH
y una reduccion en los valores de Ki67 de 9% a 4% sugiriendo que el tratamiento con TMZ en

combinaciéon con Ketoconazol logré reducir la proliferacion celular tumoral sin alterar la

secrecion hormonal ni el tamano tumoral.

(VN: 20 — 90 ug/24hs)

Parametro A9
2008 \ 2014 2015
Valores séricos pre-quirirgicos
ACTH (VN: hasta 46
ND 175 ml 132 ml
og/ml) pg/ pg/
PRL, TSH, GH, IGF Normal Normal Normal
Cortisol plasmatico
(VN5 - 25 ug/dl) Normal 36 ug/dl 16.7 ug/dl
Cortisol libre Urinario
ND 436.8 ug/24hs 91.2 ug/24hs

Macroadenoma con

Tumor gigante con

RMN . . compromiso de senos Tumor recidivante
compromiso visual
cavernosos
Diagnéstico Corticotropinoma silente Adenoma hipofisario Adenoma hipofisario
agresivo secretor de ACTH secretor de ACTH
Determinaciones pos-quirtrgicas
ACTH + - +++
Prolactina - ND -
STH - - -
LHy FSH ND - -
Ki67 <1% 9% 4%
p53 ND + <1%
Necrosis Ausente Focos necréticos ND

Tabla 4. Pardmetros pre y post-quirurgicos y diagndsticos del caso de adenoma hipofisario en estudio a lo largo de su
transformacion clinica. VN=Valor Normal. ND=No determinado.
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Estudio secuencial de la expresion del marcador angiogénico a-SMA vy de B-CATENINA en los
tejidos tumorales del corticotropinoma con transformacion maligna

Nuestro laboratorio recibi6 muestras embebidas en parafina de los tumores extirpados en las
tres cirugias. En cortes histolégicos de estos tejidos determinamos la expresion del marcador
angiogeénico a-SMA con el cual cuantificamos el tamafio de los vasos, la microdensidad vascular
y el area vascular en los tumores. De manera interesante, el tejido de corticotropinoma silente
extirpado en la cirugia de 2008 demostrd tener los parametros angiogénicos mas elevados,
mientras que las muestras de 2014 y 2015, en las cuales el indice de proliferacion fue mayor
que en 2008, mostraron una reduccion en los parametros angiogénicos concordantemente con
la transformacion agresiva de la masa tumoral (Figura 28). El tratamiento combinado de
Ketoconazol y TMZ realizado después de la cirugia de 2014 no tendria efecto sobre el proceso

angiogénico dado que los parametros evaluados permanecieron inalterables entre 2014 y 2015.

b) Media (E.E)

Cirugia | Area vascular Tamafio de vasos |Microdensidad vascular
2008 | 11,04(0,25) | 2.371.962,84(159.452) 0,057 (0,003)
2014 4.81(1,08) 1.014.537 96 (52.449) 0,035 (0,005)
2015 3,56 (0,42) 992.795,16 (132.139) 0,037 (0,001)
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Figura 28. a) Imdagenes representativas de la inmunomarcacion para a-SMA en muestras de los tejidos del corticotropinoma
proveniente de las cirugias de 2008, 2014 y 2015 (10x, escala: 50 um). b) El area vascular (area de vasos/area total), el tamafio
de los vasos (um2) y la microdensidad vascular (n° vasos/um?2) determinados a través de la expresion de a-SMA se muestra
en la tabla como media de dos inmunohistoquimicas independientes mas error estandar.

Seguidamente, determinamos por IHQ la expresion y localizacion de B-CATENINA en el tejido
de los tumores de las tres cirugias a lo largo de su transformacion de adenoma silente a
corticotropinoma agresivo y luego de la normalizacion de los parametros evaluados en 2015.
La proteina localizé en membranas celulares, citoplasma y nucleo (Figura 29a) sefialando un
posible rol de Wnt/B-Catenina en el desarrollo y evolucion de los corticotropinomas agresivos.
En las muestras provenientes de las cirugias de 2014 y 2015, a diferencia del tumor extirpado
en 2008, fue posible la cuantificacion de la proteina B-CATENINA. Determinamos en nuestro
laboratorio una reduccién en el porcentaje de células positivas para B-CATENINA de membrana
desde 2014 a 2015, mientras que el porcentaje de células con B-CATENINA en citoplasma
aumento (Figura 29b). Estos resultados sugieren que la relocalizacion de B-CATENINA durante
la expansion tumoral, probablemente asociada a la activacién de la via de Wnt, estaria
acompanando al proceso de transformacion al mismo tiempo que podria contribuir a la
resistencia al tratamiento combinado administrado. El efecto observado en esta paciente en el
contexto del tratamiento estaria afectando a la proliferacion del tumor pero no a la secrecién
hormonal, lo cual al menos en parte, podria estar asociado con la expresion, activacion y

persistencia de 3-CATENINA en el tumor.
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Figura 29. a) Imagenes representativas de la inmunomarcacion para B-CATENINA en muestras de los tejidos del
corticotropinoma proveniente de las cirugias de 2008, 2014 y 2015 (40x, escala: 30um). b) Las células positivas para B-
CATENINA en membrana, citoplasma y nicleo en los cortes histoldgicos de los adenomas de las cirugias de 2014 y 2015
fueron contadas, relativizadas al total de nucleos del campo y expresadas como porcentaje del total (los resultados se
muestran como media y error estandar de dos experimentos independientes).

Estos resultados se encontraron en linea con los hallados con anterioridad en nuestros modelos
experimentales, y nos llevaron a preguntarnos si la persistencia de -CATENINA, se encuentra
relacionada con la resistencia de los tumores hipofisarios agresivos. Esto nos motivé a evaluar

si este componente de la via de sefializaciéon candnica de Wnt asociada a células madre,
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ampliamente involucradas en la generacion de tumor, podrian ser causantes de la resistencia

a las terapias de uso clinico en hipdfisis.

Via candnica de Wnt en la resistencia de tumores hipofisarios a TMZ: rol de las Células
madre tumorales

Dado que muchos genes y vias de sefializacion incluyendo Shh, Notch y Wnt/B-Catenina han
sido relevantes por tener un rol regulatorio en células madre [89] y que se han aislado células
madre tumorales en distintos tipos de cancer [86] el siguiente paso fue estudiar el rol de las
células madre tumorales en la tumorogénesis hipofisaria, particularmente en un modelo de

corticotropos tumorales in vitro, y el efecto de TMZ en relacién a esta poblacion celular.

Como parte del trabajo de la presente tesis y en colaboracion con el laboratorio del Dr.
Vankelecom, en el marco del Subsidio Jorge Oster 2018 de perfeccionamiento en oncologia
financiado por la Fundacion Bunge & Born, determinamos en la linea celular de corticotropos
tumorales AtT20, que de las dosis de TMZ testeadas (20-200 uM), la dosis de 100uM redujo
significativamente la viabilidad de estas células tumorales luego de 24 o 72hs de tratamiento,
demostrando su efecto antitumoral en este modelo in vitro de manera similar a lo hallado

previamente en el modelo in vivo (Figura 30).
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Figura 30. a) Se muestran imagenes representativas de las células AtT20 plaqueadas y tratadas con Trypan blue luego del
tratamiento durante 72hs con la respectiva dosis de TMZ indicada en cada imagen (fotos 10x y 40x, Escalas=100um y 200um
respectivamente). b) La viabilidad de las células AtT20 en cultivo bajo tratamiento con TMZ se determiné con el ensayo de
MTSy se indica como porcentaje de los controles (24hs, Abs=595-655nm. N=3 Control y TMZ 20-200uM, p=0.06 para 100uM).
La viabilidad de las células también se estudid por la cuantificacion de células libres de Trypan blue relativo a la cantidad de
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células totales, luego del tratamiento por 24 o 72hs con TMZ 100uM (b, N=3 Control y TMZ, **p=0.004 y *p=0.018 para 24 y
72hs respectivamente).

Como el grupo del Dr. Vankelecom ha reportado previamente [4], en la linea celular de
corticotropos tumorales AtT20 existe una subpoblacion de células que expresan marcadores de
células stem o células progenitoras (células madre tumorales). La proporcion de estas células
puede estudiarse por el porcentaje de tumoroesferas que derivan de éstas cuando se cultiva a
la linea celular en un medio especifico para tal fin. Como parte del proyecto de colaboracién
con este grupo, evaluamos el efecto que ejerce TMZ sobre las células con fenotipo de célula
madre tumoral presentes en la linea AtT20 a través del ensayo de formacion de esferas. Luego
de que las AtT20 fueran tratadas con 100uM TMZ (o con Medio o DMSO en caso de los
controles), se sembraron en condiciones que favorecen el crecimiento de tumoroesferas.
Determinamos que las esferas formadas se encontraban en proliferacion activa determinada
por la expresion de Ki67 por ICQ (Figura 31a), y que el porcentaje de éstas se encontraba en
linea con los hallazgos previos realizados por el grupo del Dr. Vankelecom, dado que en las
células controles se evidencio entre un 0,8 y 1,4% de esferas formadas que derivaron de las
células madre presentes en la linea. De esta manera confirmamos la naturaleza stem de las
mismas y la validez del ensayo para evaluar el efecto del agente antitumoral sobre las células

madres tumorales.

Posteriormente, determinamos que el tratamiento con TMZ durante 24hs en los corticotropos
tumorales promovié un aumento significativo en el niumero de tumoroesferas formadas a partir
de ellas, indicando que TMZ es efectiva sobre la poblacién celular susceptible no-stem, mientras

que serian las células stem las que resisten al tratamiento generando un mayor numero de
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esferas que las células sin tratar, dado que se seleccionan en mayor proporcion por haber
resistido al tratamiento (Figura 31b). Seguidamente y para confirmar esta hipétesis, analizamos
el efecto directo de TMZ sobre las esferas formadas a partir de AtT20 controles, sin tratamiento
previo con TMZ. En este caso, no se encontraron diferencias significativas en el numero de
esferas formadas luego del tratamiento, apoyando la hipétesis de que las células madre que la

originan son la poblacién resistente al tratamiento quimioterapico (Figura 31c).
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Figura 31: a) Imagen representativa de una tumoroesfera formada a partir de los corticotropos tumorales. Pueden visualizarse
los nucleos positivos para Ki67 en color verde y contratefiidos con DAPI en color azul (foto 20x, escala 50um). b) Porcentajes
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de tumoroesferas formadas a partir de los cultivos de AtT20 crecidas en Medio de cultivo o con DMSO (controles) o con
100uM de TMZ durante 24hs o 72hs (N=3, el grado de significancia se muestra en el gréfico). c) Porcentajes de tumoroesferas
formadas a partir de los cultivos de AtT20 previamente crecidas en Medio. Una vez formadas las tumoroesferas se les
administro Medio, DMSO o 100uM de TMZ y 24hs después fueron contadas (N=2, NS). En ambos casos los resultados se
expresan como porcentaje del total de células sembradas para la formacidn de las esferas.

De esta manera, podemos inferir que una de las causas de quimiorresistencia y falta de
respuesta a TMZ podria ser las células madre tumorales presentes en los tejidos neoplasicos
incluido el hipofisario, y que la persistencia vista en la expresion de p-Catenina luego de los
tratamientos en nuestra cohorte de tumores hipofisarios podria estar asociada a la existencia
de estas células y a la resistencia tumoral. Estos resultados, si bien distan aun de poder
asegurar la influencia de las células madre y mas aun de la via Wnt en |la quimiorresistencia de
los adenomas hipofisarios, sientan un primer antecedente sobre la influencia de TMZ en los
lactotropos tumorales y la posible vinculacion de las células madre y la resistencia tumoral. El
estudio exhaustivo de la via de Wnt en la respuesta de las AtT20 y de las tumoroesferas
derivadas de éstas luego del tratamiento con TMZ aportara evidencia especifica que

complementara los resultados expuestos en el presente trabajo de tesis.
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4. DISCUSION DE RESULTADOS Y CONCLUSIONES:

Los tumores o adenomas hipofisarios son los tumores intracraneales mas frecuentes que
expresan caracteristicas histologicas, morfolégicas y patoldgicas variables [3], en general son
benignos y responden bien a los tratamientos convencionales que van desde medicacion oral
hasta cirugia transesfenoidal o radioterapia [3, 7]. Sin embargo, un grupo de estos tumores
presenta caracteristicas mas invasivas, agresivas y de resistencia a drogas convencionales y
se convierten en entidades muy complejas de manejar [3, 29]. En este aspecto, Temozolomida
(TMZ), un agente ampliamente utilizado en el tratamiento de gliomas malignos, comenzé a
mostrar resultados prometedores en el tratamiento de tumores hipofisarios agresivos
conduciendo a una reduccion de tamano del tumor y de la secrecion hormonal en algunos
casos, aun cuando los mecanismos celulares con los cuales interacciona para este fin, son
desconocidos [9, 13, 73]. La via Wnt/B-Catenina asociada al mantenimiento de células madre,
ha sido implicada en la patogénesis de una serie de tumores humanos [54, 103, 104], y en lo
que respecta a la tumorogénesis hipofisaria, muchos autores han reportado su activacion en los
distintos subtipos tumorales [54, 62, 63] mientras otros no encontraron tal asociacion [66]. En la
busqueda del entendimiento de mecanismos de la accion de TMZ en las lesiones neoplasicas,
se ha asociado la activacion de vias de sefializaciéon celular tales como ERK y mTOR con la
quimioresistencia en gliomas y en menor medida en los adenomas hipofisarios [81-83]. Por su
parte, ha sido publicado la inhibicion de la via de Wnt/B-Catenina aumenta la toxicidad de TMZ
en lineas celulares de carcinoma de colon, glioblastoma, meduloblastoma y neuroblastoma [84,
105]. Sin embargo, en los tumores hipofisarios, esta relaciéon aun se desconoce y requiere de

estudios.
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La importancia de estudiar el rol que cumple la via de Wnt en tumores hipofisarios humanos y
en modelos experimentales radica en la busqueda de nuevo conocimiento que permita expandir
los blancos terapéuticos para el tratamiento de los adenomas hipofisarios resistentes a las
terapias convencionales. En este trabajo de tesis, estudiamos la expresion de B-CATENINA y
el estado de activacion de la via Wnt a través de sus diferentes componentes, en adenomas
hipofisarios humanos obtenidos de cirugia, en lactotropos activados farmacoldégicamente y en
modelos murinos de prolactinomas y corticotropinomas con el fin de dilucidar su importancia en

la patogénesis hipofisaria.

En primer lugar, nos abocamos al estudio de las caracteristicas de expresion y localizacion de
B-CATENINA en el tejido tumoral hipofisario de una cohorte de 15 pacientes diagnosticados con
tumores secretores de PRL, GH, ACTH y no funcionantes, y lo comparamos con la expresion
en el tejido hipofisario normal. Determinamos la presencia de la proteina principal de la via de
Wnt, B-CATENINA, en todos los casos de tumores estudiados y en el tejido hipofisario normal.
Particularmente se destacaron los prolactinomas por ser el subtipo de tumor hipofisario con
menor expresion significativa de la proteina en membrana comparado con la hipoéfisis normal.
Como ha sido reportado por Kam et. al [51], la disminucién de la proteina B-CATENINA en la
membrana podria dar cuenta de la activacion de la via de Wnt, y en este caso, en este caso
particular de adenomas. La localizacién de la proteina en el tejido de los adenomas hipofisarios
ha sido siempre un tema controversial. Algunos autores no hallaron cambios en la localizacion
de B-CATENINA, encontrandola siempre expresada en membrana tanto en tumores hipofisarios
como en hipdfisis normales, a pesar de encontrar aumentada en los tumores la expresion de c-

MYC, diana de la via candnica de Wnt [102]. Sin embargo, Semba y colaboradores reportaron
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una localizacion diferencial de B-CATENINA en el 57% de los tumores hipofisarios que
analizaron, encontrando a B-CATENINA en nucleo y citoplasma. Contrariamente, en las
hipdfisis normales sélo encontraron a esta proteina expresada en la membrana [56]. De acuerdo
con ello, en otros trabajos reportaron localizacion de B-CATENINA en nucleo en tumores no
funcionantes y secretores [57]. A su vez, Lui et. al determinaron la expresion de 3-Catenina y c-
Myc en un 80% de los casos de NFAs analizados [106]. Otros autores, en cambio no
encontraron localizacién nuclear de B-CATENINA en tumores [54, 65] o relacion de la proteina
con indicadores de agresividad tumoral (recaidas) en pacientes con prolactinomas invasivos
[107]. En cuanto a la expresion génica de componentes de la via, en muestras de prolactinomas
humanos resistentes a Bromocriptina, la expresion del mRNA de pB-Catenina no mostré
diferencias mientras que el del inhibidor de la via de Wnt, Wif1, resulté disminuido con respecto
a hipdfisis normales. En estos tejidos, ademas, el ARNm del receptor de estrégenos se encontro

aumentado [108].

Otro aspecto a resaltar fueron las caracteristicas de alta proliferacion que presentaron los
prolactinomas de la cohorte empleada en este trabajo de tesis, evidenciado por altos niveles de
expresion de Ki67. Adicionalmente, hallamos que, en esta cohorte de tumores hipofisarios, la
activacion de B-CATENINA se relaciond intimamente con las caracteristicas de mayor
agresividad de los tumores. En la literatura, la expresion diferencial de B-CATENINA vy los
inhibidores de la via Wnt, WIF1 y sFRP4, se relacion6 con la invasividad en un grupo de 52
somatotropinomas, donde se describié que cuanto mas invasivo era el tumor, mayor expresion

de B-CATENINA y menor de los inhibidores presentaba [109].
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Dado que, de nuestros resultados en tumores de pacientes resaltdé el protagonismo de la
activacién de la via Wnt/B-Catenina en los prolactinomas y su relaciéon con la agresividad
tumoral, profundizamos el estudio de esta relacion en modelos murinos. Nuestros resultados en
tejido hipofisario de ratones controles de la cepa BalbC indicaron la fuerte correlacion positiva
entre B-Catenina y el gen de Prl, sugiriendo a la via de Wnt como posible promotora de la
produccion hormonal del lactotropo. Nuestro objetivo siguiente fue evaluar la respuesta de esta
via frente a la estimulacion de los lactotropos de manera farmacologica a través de la
administracion crénica de Estradiol in vivo. El Estradiol juega un papel importante en el
desarrollo y progresion de los tumores hipofisarios murinos [110]. Este afecta directamente la
secrecion de prolactina mediante varios mecanismos, entre ellos la estimulacion de la
transcripcion del gen de esta hormona y la modificacion de la respuesta de los lactotropos a
factores tanto estimulatorios como inhibitorios [111]. Consecuentemente, la administraciéon
periodica de estrogenos en ratones conlleva a una hiperplasia hipofisaria de lactotropos,
hiperprolactinemia y aumento del tamano hipofisario [112]. En el tejido hipofisario de los
animales tratados, confirmamos la activacion de los lactotropos como respuesta al estimulo
estrogénico a través del aumento en la expresion de la transcripcidon y la sintesis de prolactina,
como también determinamos activacion de B-CATENINA en respuesta a la estimulacién. Dichos
hallazgos se encuentran en linea con lo observado en trabajos previos de nuestro laboratorio

en ratones de la cepa C57 estimulados con Estradiol [113].

En relacion a la influencia del Estradiol en la acumulacién nuclear de B-CATENINA y
consecuente activacion de la via de Wnt, Xiaonan et al. describieron resultados similares en

tejido uterino de animales tratados in vivo con Estradiol por 6 horas y este proceso se llevo a
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cabo de manera ER independiente. Esta acumulacion nuclear de B-CATENINA resulté

persistente luego de 24hs y no ocurrioé en los animales controles [114].

En el caso de hipdfisis murinas in vivo, la influencia de la via del Estradiol sobre la expresién de
B-Catenina tanto a nivel génico como proteico fue descrita a través de la inhibicion por
Fulvestrand, antagonista del receptor de E2, en prolactinomas generados con E2 en ratas F344.
Fulvestrand indujo, de acuerdo a lo reportado por estos autores, la expresion del inhibidor de la

via de Wnt, WIF1 [16].

En el modelo in vivo también encontramos una discreta regulacion positiva de B-Catenina,
Ciclina D1 y el factor de transcripcion Tcf4 como respuesta a la estimulacion de los lactotropos.
Confirmamos estos hallazgos sobre la modulacion de los componentes de Whnt al activar a los
lactotropos con Haloperidol in vivo, en donde la respuesta fue incluso mas evidente. El
Haloperidol es un antagonista dopaminérgico que provoca un aumento de la proliferaciéon y de
la actividad de los lactotropos, generando hiperplasia e hiperprolactinemia. Sutton et. al
reportaron que el Haloperidol también estimula la via candnica de Wnt a través de la modulacion
de componentes tales como WNT5A, DSH3, Axina, GSK-3 y B-CATENINA en la corteza
prefrontal y en lineas celulares de feocromocitomas y neuroblastomas de ratas. Este efecto del
Haloperidol sobre la via de Wnt/B-catenina estaba vinculado a la actividad del receptor de

dopamina RD2 [115].

El efecto directo sobre las células adenohipofisarias aisladas a partir de hipdfisis estimuladas in
vivo evidencio indicios de la activacion de Wnt descripta mas arriba, indicando un efecto directo

del estimulo estrogénico sobre las células hipofisarias en relacién a la activacion de Wnt. En
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concordancia con nuestro trabajo, Hou et al. también describieron la modulacién positiva de
genes de la via de Wnt tales como Wnt4, Wnt5 y Fzd2 luego del estimulo in vivo con Estradiol
en utero de ratones, mientras que otros genes permanecieron inalterados o incluso

disminuyeron (Wnt1, Wnt3, Wnt7a, Wnt7b, Fzd4, Fzd6, y Fzd7) [116].

A diferencia de nuestro trabajo, otros autores si bien describieron el aumento del mRNA de
Whnt4 en hipdfisis de ratas Fischer tratadas con Estradiol y en la linea de somatolactotropos
GH3, no detectaron activacion de la via candnica de Wnt en estas células, ni tincidon nuclear
para B-CATENINA, lo que podria dar cuenta de que el efecto del tratamiento estaria dirigido por
la via no canonica de Wnt en estos modelos experimentales de rata [117]. Otras publicaciones
en la linea MtT/S de somatotropos tumorales tratados con estrogenos reportan que Wnt4, esta
involucrado tanto en la via candnica como no candnica, y que en estas células actuaria a través
del receptor FZD6 [118]. Sumado a la influencia en sistemas de estudio normales in vivo, estos
y otros autores describen ademas que el Estradiol aumenta la proliferacion de las células

somatolactotropas tumorales GH3 in vitro [119, 120].

Por otra parte, en el modelo de lactotropos tumorales MMQ, la busqueda bibliografica arroja
muy pocos trabajos publicados sobre el efecto del tratamiento con Estradiol sobre la linea.
Particularmente, sélo unos pocos trabajos indican la relacién a través de la inhibicion del
receptor de Estrégenos y no sobre la estimulacion directa con Estradiol. Leng y colaboradores
describieron, por ejemplo, que la administracion de antagonistas del receptor de estrogenos
disminuye la viabilidad y la secrecion de prolactina en las células MMQ [121]. EI mismo efecto
sobre la viabilidad celular y la secrecion hormonal fue descripto para el antagonista del Estradiol

en la linea tumoral hipofisaria GH3 [108]. Destacamos que, en el modelo in vitro de lactotropos

103



tumorales MMQ, el estimulo con E2 aumenta los niveles de la proteina B-CATENINA activa y
como consecuencia, los del mRNA del gen diana de la via Ciclina D1, indicando la activacion

de la via de Wnt en este modelo.

En la literatura, el antiestrogenos Fulvestrant promueve el aumento del mMRNA de Wif1 mientras
que disminuye los niveles del ARNm de B-Catenina de manera dosis dependiente en células
MMQ y en GH3. Posteriormente este grupo confirma que los efectos antitumorales del

Fulvestrant en las MMQ y en las GH3 estarian dirigidos por la via de Wnt/B-Catenina [108].

Contrariamente a lo anteriormente citado, nuestros resultados sobre la viabilidad, la apoptosis
celular y la expresion del factor angiogénico VEGF en las MMQ luego del Estradiol no se vieron
modificadas con el tratamiento. En cambio, en la literatura se describioé un efecto antiapoptético
del Estradiol sobre las células GH3, a través de la supresién de la actividad de las caspasas 8
y 9[120]. A su vez se vio que el Resveratrol, un fitoestrogeno con efecto anti-estrogénico, induce
la apoptosis celular al mismo tiempo que disminuye la produccion hormonal en éstas ceélulas

[122].

El efecto activador de 10-8M de Estradiol sobre la via de Wnt en este modelo sin compromiso
aparente sobre la produccién hormonal y la viabilidad celular, opuestamente a lo observado en
los lactotropos normales estimulados, nos lleva a interpretar que en el lactotropo tumoral o bien
estaria disociada la respuesta funcional con la de la via de Wnt, o bien que en este modelo,
dadas sus caracteristicas de crecimiento y produccion hormonal excesivas y desreguladas, no

sea suficiente o incluso no sea posible provocar un efecto notorio sobre éstos parametros.
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En resumen, observamos que B-CATENINA se encuentra activa en prolactinomas humanos y
estaria asociada a la agresividad tumoral, y a su vez esta proteina esta intimamente ligada a la
produccion de prolactina de acuerdo a lo determinado en los lactotropos estimulados. A
diferencia de esta condicién de estimulo farmacoldgico in vivo, el efecto del compuesto
estrogénico en la linea tumoral de prolactinoma MMQ es mas efectivo en la respuesta de la via
de Wnt que en la funcionalidad de las células tumorales. Nuestros resultados aportan nueva
evidencia al mecanismo molecular por el que esta sefal podria contribuir a la tumorigénesis
hipofisaria. La inhibicion de la secreciéon de PRL es un blanco clave en el tratamiento de los
prolactinomas y nuestro hallazgo la vincula a la expresién de B-Catenina, nexo interesante al
momento del disefio de terapias combinadas en los prolactinomas resistentes a los agonistas

dopaminérgicos.

Describimos que en las células MMQ, Wnt3a desencadena efectivamente la respuesta de la
via candnica de Wnt a través de 3-Catenina y Ciclina D1. A su vez la activacién de [3-
CATENINA correlaciona positiva y significativamente con los niveles de C-MYC presentes en
los lactotropos tumorales controles, apoyando la existencia y capacidad de activacion de la via
en este modelo. De manera interesante, la expresion de 3-CATENINA y C-MYC fue reportada
en adenomas hipofisarios no funcionantes de pacientes donde la expresion de ambos
componentes correlaciond positivamente con la agresividad de los mismos, y B-CATENINA lo
hizo ademas con la recurrencia [106]. Por su parte, en cancer de colon, ambos componentes

se encontraron asociados a la ocurrencia de cancer de crecimiento lateral [123].

En linea con lo anteriormente observado sobre la estrecha relacion de p-Catenina y prolactina,

Wnt3a promueve un aumento en la regulacion del gen de la hormona y una tendencia a
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incrementar su secrecion en conjunto con el aumento en los niveles de B-CATENINA activa. En
contraposicion al efecto disociado del Estradiol sobre la regulacién de B-Catenina y prolactina
que observamos en las MMQ, estos resultados de la activacion directa de la via refuerzan dicha
relacion. No encontramos diferencias en cuanto al efecto de la activacion por 1ng/ml de Wnt3a
en la viabilidad celular. De la misma manera, Tang et al. reportaron en la linea de gonadotropos
tumorales humanos HP75 que la estimulacion por distintas dosis de Wnt3a en el tiempo o la
sobreexpresion de B-CATENINA, si bien también aumentan los niveles de esta proteina en las
células, no es suficiente por si sola para aumentar la proliferacion. Para lograr este fendmeno
en las células HP75, es necesario el crosstalk con la via de sefalizacion de Shh a través de
SOX2 [124]. En cancer de prostata, en cambio, ha sido demostrado que la inhibicion de la via
canodnica de Wnt por miR-129-5p inhibe también la proliferacion, la migracion y la invasion

celular evidenciando la influencia de la via Wnt en el crecimiento de este tipo de tumor [125].

En concordancia con los resultados descritos en la proliferacion celular, no observamos
diferencias en el porcentaje de células en las distintas fases del ciclo celular. No hallamos, al
momento, datos en la bibliografia en torno a la influencia de Wnt en el porcentaje de células en
cada fase del ciclo celular en lo que respecta a tumores hipofisarios. En lugar de ello, fue
reportado que un ARN no codificante (IncSNHG1) que se encuentra aumentado en tumores
hipofisarios invasivos, activa la via de Wnt a través de la expresion de B-Catenina, Ciclina D1y
c-Myc al mismo tiempo que provoca un aumento en la velocidad del ciclo celular cuando se lo
sobreexpresa en células GH1 y RC-4B/C [126]. En modelos de cancer colorectal, por su parte,

fue publicado que la via de sefalizaciéon de Wnt/B-Catenina esta posiblemente implicada en el
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desarrollo de la patologia a través de la regulacion del ciclo celular y proteinas reguladoras del

mismo [127].

Observamos ademas, que la activacion por Wnt3a en los lactotropos tumorales genera una
aparente disminucion de la apoptosis de los mismos indicando que la via podria estar
contribuyendo a la supervivencia de las células en el contexto tumoral. En relacidén a esto, en
las células de la linea tumoral hipofisaria HP75, la via Wnt/B-Catenina inhibe la apoptosis [128].
De manera analoga, se ha reportado que en células de tumor de higado y en cancer de préstata,

el silenciamiento de B-Catenina incrementa los niveles de apoptosis celular [125, 129].

La angiogénesis es otro de los procesos de importancia en la progresion tumoral y la malignidad,
y un mecanismo fuertemente estudiado desde hace afios por nuestro laboratorio y también por
otros autores [98, 99, 130-132], sin embargo, la influencia de la via de Wnt en la angiogénesis
de los tumores de hipdfisis no ha sido exhaustivamente evaluada. En el caso de gliomas, se ha
demostrado que la activacion de esta via promueve el aumento de HIF1a el cual a su vez tendria
un efecto retroestimulatorio sobre genes diana de la via Wnt tales como c-Myc y Ciclina D1. El
aumento de HIF1a sumado a los niveles de lactato elevados promovidos también por Wnt
inducen un incremento de VEGF [133]. En cancer de préstata, la inhibicion de B-Catenina por
miR-129-5p disminuye la angiogénesis a través de la disminucién de VEGF y CD31 como asi
también la migracion celular y la invasion mientras que incrementa la apoptosis [125].
Contrariamente, Reis et al. publicaron en modelos de gliomas in vivo, que la induccion de la via
de Wnt endotelial a través de la expresion de Wnt1 o de la sobreexpresion de (3-Catenina
normaliza los vasos sanguineos e inhibe la angiogénesis a través de la expresion de PDGF

[134]. Nuestros resultados en el modelo de lactotropos tumorales indican, sin embargo, que si
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bien la activacion de la via candnica de Wnt promueve un aumento en la transcripcion de Vedf,
la secrecion del factor al sobrenadante de cultivo de los lactotropos tumorales no se ve afectada.
Por el contrario, estos sobrenadantes parecerian tener capacidades angiogénicas reducidas
con respecto a la contraparte control. Nuestros resultados no descartan la participacion de
Wnt/B-Catenina en la neovascularizacion de los tumores hipofisarios secretores de PRL;
estudios mas exhaustivos en tumores de pacientes, tratados con Avastin, podrian contribuir en

el esclarecimiento de este punto.

Como se detall6 en la introduccion de este trabajo de tesis, la OMS ha sugerido considerar a
un subgrupo de tumores de hipdfisis como potencialmente malignos, definiendo malignidad
como resistencia a tratamientos, invasion local y recurrencia [14]. Esto promueve el uso de
nuevas alternativas terapéuticas en algunos casos de tumores agresivos y de fallas de terapias
convencionales [77], entre ellos la TMZ. Esta terapia ha mostrado ser una opcién efectiva para
el tratamiento de tumores agresivos y carcinomas de la hipdfisis [9, 76, 78]. Este tratamiento ha
demostrado inhibicion de la secrecion de prolactina y reduccion del tamano tumoral en
pacientes con prolactinomas refractarios a terapias convencionales, mejorando su condicion
clinica [31, 135]. Sin embargo, a la fecha, los mecanismos moleculares de la respuesta a TMZ
no han sido profundamente estudiados, por lo que en este trabajo de tesis buscamos interpretar
la respuesta que media la efectividad del tratamiento con TMZ primero en prolactinomas y luego
en corticotropinomas experimentales in vivo e in vitro. Asimismo se estudio, a través del material
obtenido de cirugias sucesivas, un caso de un paciente con un corticotropinoma recidivante que
se transformé de silente a agresivo presentando sintomas compatibles con enfermedad de

Cushing.
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Encontramos que, para los prolactinomas in vivo, la administracion oral de TMZ tiene un
importante efecto inhibitorio sobre la sintesis del ARNm de Prolactina (reduccion del 60%) y de
la proteina PRL intratumoral, mientras que evita que los tumores tratados alcancen los
volumenes de los controles acomparnado con un incremento de la apoptosis tumoral apoyando
la efectividad de TMZ sobre las células del prolactinoma in vivo. Nuestros resultados se
encuentran en linea con los datos clinicos publicados donde regresiones parciales y no totales
de la masa tumoral fueron halladas en tumores localmente invasivos y en carcinomas
hipofisarios tratados con TMZ [79]. Estos mismos autores mencionan en su trabajo el caso de
un paciente donde el tratamiento con TMZ redujo los niveles de prolactina en un 71% mientras
qgue no modificé el volumen tumoral. Por su parte, Kovacks et al. encontraron en prolactinomas
de pacientes una reduccién del indice de Ki-67 del 40-60% al 5% cuando compararon el tejido

tumoral antes y después del tratamiento [136].

En los prolactinomas experimentales in vivo la expresion del marcador de proliferacion Ki-67 no
mostré diferencias después del tratamiento. Otros autores mostraron una disminucion
moderada no significativa del marcador en tumores de somatolactotropos GH3 in vivo luego del
tratamiento con TMZ [81]. La literatura junto a los resultados de la presente tesis indicarian que
la respuesta tumoral al agente quimioterapico estaria dependiendo del caso particular de cada
paciente y del microambiente tumoral. Este hecho podria estar dado por sefales desreguladas
intratumorales y por el contexto tumoral que favorezcan la respuesta o la resistencia a TMZ. En
glioblastomas, un importante mecanismo de quimiorresistencia a TMZ es la activacion
incrementada de la via de sefalizacion MAPK/ERK o el estado de activacion de AKT, ambas

sefales asociadas a la proliferacion celular [82]. Nosotros en cambio, no determinamos
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diferencias en la expresion de pERK ni de JNK dadas por el tratamiento con TMZ, en
concordancia con nuestros resultados de Ki67. No obstante, en este modelo de prolactinoma in
vivo determinamos una importante correlacion positiva y significativa entre la expresién de
Prolactina y de los componentes de la via Wnt/ B-Catenina y Ciclina D1 sumado a la correlacion
en el mismo sentido de ambos componentes de la via Wnt entre si, evidenciando la relevancia
de esta sefal en el desarrollo de los tumores hipofisarios experimentales. Mientras que la via
de Wnt se asocio a una efectividad de TMZ reducida en la literatura [83], Riganti et al. reportaron
que TMZ disminuye la expresion de Wnt3a y la consecuente disrupcion de la via Wnt en células
madre de glioblastoma humano, sensibilizando a éstas a otros tratamientos quimioterapéuticos
[137]. Nuestros resultados muestran que TMZ inhibe a la via canonica de Wnt mediante la
disminucion de B-Catenina y Ciclina D1 en el modelo in vivo. Como hemos mencionado con
anterioridad, en muestras de tumores no funcionantes agresivos la expresion de (3-Catenina y
de c-Myc se encuentra sobreexpresada y ambos componentes correlacionan positivamente con

la agresividad de los tumores aunque soélo B-Catenina lo hace con la recurrencia [106].

En nuestro trabajo describimos, por primera vez, un efecto directo de la TMZ de reduccion de
la activacion de la proteina B-CATENINA como consecuencia del tratamiento in vitro con TMZ
en la linea de lactotropos tumorales MMQ. Ademas, en este modelo in vitro, la viabilidad celular
de los lactotropos tumorales se redujo luego de 72 h de tratamiento con 200uM de TMZ de la
misma manera que describieron Dai C et al. con la misma dosis y tiempo de tratamiento [81,
138]. En cambio, Sheehan et al. publicaron una inhibicién de la proliferacion in vitro de células
MMQ y GH3 mas temprana ocasionada por TMZ, probablemente causado por las dosis

mayores utilizadas en su trabajo (250 and 500 uM) [139]. Adicionalmente, en este trabajo de
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tesis encontramos que las células MMQ tratadas con TMZ incrementaron su apoptosis sumado
al mayor porcentaje de células arrestadas en fase G2/M del ciclo celular corroborando la
citotoxicidad de TMZ en este modelo [9]. Este efecto habia sido descripto en células de
gonadotropos tumorales bajo tratamiento con TMZ [140]. En su conjunto, nuestros resultados
in vivo e in vitro sugieren que el microambiente tumoral podria estar teniendo un rol protectivo
o compensatorio evitando la reduccion tumoral in vivo, representando de algun modo lo que
ocurre en los pacientes donde a pesar de diagnosticarse tumores localmente invasivos,
presentan bajos indices de proliferacion y ausencia de metastasis. Estos aspectos requieren de
mas investigacion tanto en modelos animales como en casos de pacientes. En este sentido
nuestros trabajos previos sobre el proceso de angiogénesis en el modelo de prolactinomas en
ratones KO para el receptor de dopamina D2 y en tumores hipofisarios humanos indican que la
matriz celular tumoral seria responsable de conferirles las particularidades angiogénicas que
estos prolactinomas poseen [99, 130, 138, 141]. En este trabajo de tesis no determinamos
efectos de TMZ sobre la angiogénesis en el modelo in vivo, mientras que la secrecion de VEGF
disminuyo6 en las MMQ tratadas con TMZ in vitro, apoyando una vez mas el rol del contexto

tumoral en esta regulacion.

No se encuentran muchos estudios en la literatura que describan los mecanismos moleculares
asociados al efecto inhibitorio de TMZ ni el momento apropiado para administrar el tratamiento
en los tumores de la hipdfisis. La via de sefalizaciéon PISBK/AKT/mTOR vy el factor angiogénico
Hiftfa han sido postulados como responsables de la quimiorresistencia de los tumores
hipofisarios a TMZ in vivo. Segun entendemos, este es el Unico grupo que trabajo con xenografts

de tumores de hipdfisis con tratamiento de TMZ in vivo [81, 138]. Nuestros resultados presentan
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por primera vez evidencia de activacion de la via de Wnt y su participacion en modelos de
tumores hipofisarios bajo tratamiento con TMZ in vivo e in vitro, y destacan una importante

asociaciéon con B-Catenina, Ciclina D1 y Prolactina.

De manera similar a lo expuesto en los prolactinomas, algunos casos de corticotropinomas
también han mostrado una buena respuesta a TMZ como terapia alternativa para los casos que
no responden a cirugia o radioterapia de manera favorable [73, 142], desconociendo el porqué
de este efecto. Ademas, y en contraposicion a lo hallado en los prolactinomas, en el presente
trabajo de tesis los corticotropinomas de la cohorte en estudio expresaron mayor B-CATENINA
de membrana ubicandose en el subgrupo de tumores de menor indice de proliferacion. Es por
ello que nos planteamos evaluar el estado de activaciéon y la respuesta de la via de Wnt/B-
Catenina primero en un modelo in vivo de corticotropinomas generado por administracion
subcutanea de la linea de corticotropos tumorales de raton AtT20 y luego en la evolucion de
una paciente con corticotropinoma silente con posterior transformacion a agresivo.
Nuestros resultados preliminares en el modelo in vivo mostraron que la administracion oral de
TMZ (20mg/kg) reduce modestamente el tamafio tumoral y el peso de los corticotropinomas al
final del esquema de tratamiento. En linea con lo hallado en nuestro trabajo en prolactinomas y
con lo publicado en la bibliografia, observamos que TMZ promueve una moderada disminucion
de componentes de la via de Wnt como Ciclina D1y de la proteina pGSK3 y de otras proteinas
relacionadas a la proliferacion celular (JNK) y a la angiogénesis (CD31). Por su parte, Jie Ren
et. al describieron que la sobreexpresion del inhibidor de la via de Wnt, SFPR2, promueve la
disminucién de B-Catenina en citoplasma y nucleo en células AtT20 con la consecuente

disminucién en la proliferaciéon y secrecion hormonal [143]. Adicionalmente, otro grupo demostré
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que al inhibir la via de Wnt/B-Catenina en las AtT20, disminuye la expresién de Ciclina D1 y de
MGMT en estas células [144]. Como primera apreciacion, nuestros resultados preliminares en
conjunto con la evidencia bibliografica indicarian que en corticotropinomas, la via de Wnt
también podria ser blanco de TMZ, y que la inhibicion de esta sefalizacién colaboraria con el

tratamiento en los casos de corticotropinoma agresivos.

En el presente trabajo de tesis, mostramos, en el contexto de la busqueda de conocimiento en
relacidon a la via de Wnt y la agresividad tumoral, un raro caso de una paciente diagnosticada
con corticotropinoma silente que se transformé en agresivo e invasivo. Pocos casos de este tipo
de transformacion han sido previamente reportados y en ninguno se ha analizado la relacion
con la via de Wnt [145-147]. En relacion a lo anteriormente descripto en el modelo in vivo, en el
caso de la paciente con corticotropinoma agresivo que presentamos en este trabajo de tesis,
en los tejidos de las 3 cirugias a lo largo de la transformacién de la lesion hacia una de
caracteristicas mas agresivas, el tratamiento con TMZ en combinacién con Ketoconazol logro
reducir los valores del indice de proliferacién celular dado por Ki67 (de 9% a 4%) sin normalizar
la secrecion hormonal ni el tamafo tumoral. Este efecto sobre Ki67 pero no sobre el tamafo
tumoral o la evolucion del caso luego de la administraciéon de TMZ también fue reportado en un

paciente con corticotropinoma que se transformé en carcinoma [147].

Adicionalmente, en nuestro caso de estudio, la expresion del marcador angiogénico a-SMA dio
cuenta de que la vasculatura sufrié alteraciones a medida que el tumor iba aumentando sus
caracteristicas agresivas, encontrando vasos sanguineos mas chicos, en menor cantidad y
menor densidad microvascular en sus fases de mayor agresividad. En la bibliografia, en un

grupo de tumores hipofisarios que incluye corticotropinomas, también determinan una
113



disminucién de la microdensidad vascular, en ese caso en comparacion con tejido hipofisario
normal, y que este parametro se relaciono solo con las caracteristicas invasivas de los tumores.
A pesar de estas diferencias, el factor VEGF no se modificé entre los casos estudiados con
respecto a la hipofisis normal [148]. El tratamiento combinado no tendria efecto sobre el proceso
angiogeénico dado que los parametros evaluados permanecieron inalterables entre 2014 y 2015.
En relacién a esto, en el modelo murino de corticotropinomas in vivo tampoco observamos
diferencias significativas en la expresién de CD31 al momento luego de la administracién oral
de TMZ, mientras que en los modelos de prolactinomas in vivo e in vitro de nuestro trabajo la
respuesta angiogénica difiere segun el contexto. A diferencia de la via de Wnt, la angiogénesis

podria ser un proceso mucho mas contexto y caso dependiente.

Finalmente, las caracteristicas de agresividad y la remodelacion de la vasculatura podrian estar,
al menos en parte, influidas por la via de Wnt, dado que detectamos la expresion de [-
CATENINA en los tejidos de las tres cirugias a lo largo de la transformacién. Principalmente, la
disminucién de B-CATENINA de membrana entre la cirugia de 2014 y la de 2015, coincidente
con el tratamiento, demostraria una mayor activacion de Wnt en el contexto de la agresividad,
comparablemente a lo observado en la cohorte de prolactinomas humanos. En ambos casos,
una disminucion de la proteina principal de la via de Wnt en la membrana denoté mayor
actividad que se asoci6 con un indice de Ki67>3%, mostrando una vez mas la estrecha relacion
con la agresividad tumoral. En concordancia con nuestros hallazgos, fue publicado que el
inhibidor de la via de Wnt/B-Catenina, SFPR2, se encuentra disminuido en corticotropinomas
comparado con hipdfisis normales, y que existe asociacion entre los bajos niveles de expresidn

del inhibidor con las caracteristicas de agresividad de los corticotropnomas, incluidos el tamafio
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tumoral y la invasividad de los mismos [143]. Mas aun, un grupo de publicaciones demuestra
mutaciones frecuentes de [-Catenina en corticotropinomas que llevan a la activacion
constitutiva de la via en los tumores, y relocalizacidon de la proteina encontrandola en citoplasma
y nucleo en el 54% de los casos analizados [149-151], ambos puntos interesantes y factibles

de estudiar a futuro en el caso de estudio analizado en la presente tesis.

En la busqueda de posibles explicaciones causantes de quimiorresistencia en los adenomas
hipofisarios asociadas a la via de Wnt, y conociendo por bibliografia el rol de las células madre
tumorales en el desarrollo de varias patologias neoplasicas [4, 152, 153], investigamos la
respuesta de este tipo de células en el tratamiento de los corticotropinomas. Determinamos que
el tratamiento con TMZ 100uM en el modelo de corticotropos tumorales AtT 20, es efectivo a la
hora de disminuir la viabilidad de células susceptibles, como ha sido demostrado en este tipo
de tumores [80, 139]. Sin embargo, un porcentaje de las células resisten al tratamiento. Esta
poblacion resistente presenta caracteristicas de células madre tumorales, hallazgo evidenciado
en este trabajo de tesis por un aumento en el numero de tumoroesferas luego del tratamiento
con TMZ. Este porcentaje de células madre presentes en la linea AtT20 habia sido previamente
confirmado por el grupo de Vankelecom et al. por citometria de flujo y aislamiento de la
poblacién marginal [4]. Estos resultados nos alientan a profundizar el estudio de esta via y su
relacidn con otros marcadores de células madre luego del tratamiento con TMZ para abrir otras

posibilidades de tratamiento para los casos resistentes a las terapias mas convencionales.

Podemos concluir que nuestros hallazgos en el presente trabajo de tesis demuestran la
vinculacion de la via Wnt/B-Catenina con el desarrollo y progresion de los tumores hipofisarios,

y la quimiorresistencia a agentes quimioterapicos como TMZ. De esta manera nuestros
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resultados aportan nuevo conocimiento en las sefales celulares clave que condicionan el
crecimiento de los tumores de la hipdéfisis como asi también en la busqueda de terapias
alternativas para el manejo terapéutico de los pacientes con tumores resistentes a los

tratamientos establecidos.
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