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RESUMEN

Introduccion y Objetivos: La angiogénesis es un proceso fundamental en el desarrollo tumoral. Sin em-
bargo, se han encontrado discrepancias en el patréon angiogénico de los tumores hipofisarios. Nos propusimos
estudiar la expresion de VEGF y FGF2 y su importancia en la vascularizacion de los adenomas hipofisarios,
cuantificar los vasos con los marcadores CD31 y CD34 y determinar el indice de proliferaciéon con PCNA y Ki67.
Materiales y Métodos: Se estudiaron 76 macroadenomas hipofisarios que fueron intervenidos quirdrgica-
mente. Los adenomas se clasificaron seglin su secrecién hormonal.

A partir de cortes histologicos se realizé inmunohistoquimica para los marcadores de endotelio CD31 y
CD34; y Ki-67 para estudio de proliferacién celular. Por western blot se midieron VEGF, CD31 y PCNA. Se
efectuaron comparaciones con glandulas normales.

Resultados: El nivel de expresién de VEGE, hallado en todas las muestras analizadas, resulté mayor en los
prolactinomas resistentes respecto a los demés tipos de adenomas hipofisarios. Esta proteina localiz6 en las
células endoteliales de los vasos como asi también en citoplasmas y nticleos de células tumorales.

El 56 % de las muestras resultaron positivas para FGF2, mostrando localizacién citoplasmaética y en matriz
extracelular.

Obtuvimos una fuerte correlaciéon positiva entre VEGF y CD31 en las muestras tumorales, sin encontrar
correlacién lineal entre PCNA y VEGFE, ni Ki-67 y VEGF en las muestras estudiadas.

El 4rea vascular result6 mayor en los tejidos normales que en los tumores utilizando CD34 como marcador
de vasos.

Conclusion: La importancia del estudio de la angiogénesis en los adenomas hipofisarios radica en la nece-
sidad de hallar marcadores moleculares que predigan el comportamiento tumoral.

Pudimos demostrar la expresion de los factores angiogénicos VEGF y FGF2 en estos adenomas, y la existencia
de correlacion lineal entre VEGF y CD31. Nuestros resultados son indicativos de existencia de angiogénesis
en los adenomas hipofisarios por lo que su bloqueo podria plantearse como una estrategia alternativa para
los casos resistentes a las terapias convencionales. Rev Argent Endocrinol Metab 50:19-24, 2013
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ABSTRACT

Introduction and objectives: Angiogenesis is an essential process in tumor development. Nevertheless,
discrepancies in the angiogenic pattern of pituitary tumors, in terms of hormonal phenotype, size or inva-
siveness have been found.

Our aim was to study the expression of VEGF and FGF2 growth factors, and their importance in the
vascularization of pituitary adenomas. We also quantified blood vessels with the endothelial cell markers
CD31 and CD34 determining the vascular area, and the proliferation rate through PCNA and Ki67 index.
Materials and Methods: We studied 76 pituitary macroadenomas that were surgically resected in the
period between 2006 and 2010 from a total of 276 patients with this pathology. Adenomas were classified
into prolactinomas (PRL), somatotropinomas (GH), corticotropinomas (ACTH), non-functioning (NF) and
plurihormonal (Ph) according to their hormonal secretion.

Samples were collected in formalin, embedded in paraffin, and immunohistochemistry was performed from
histological sections for endothelial markers CD31 and CD34; and for Ki-67 to study cell proliferation. VEGE,
CD31 and PCNA were measured by Western blot. We compared results with normal glands (N=6).
Results: VEGF expression levels, found in all of the samples analyzed, were higher in resistant prolactino-
mas than in other pituitary adenomas. This protein was detected in endothelial cells of blood vessels and in
tumor cells cytoplasms and nuclei.

Fifty-six percent of samples were positive for FGF2, the other potent angiogenic factor studied, showing
cytoplasmatic and extracellular matrix localization. We obtained a strong positive correlation between VEGF
and CD31 in tumor samples, but we did not find lineal correlation between PCNA and VEGE, or between
Ki-67 and VEGF in the samples studied.

The vascular area was higher in normal tissues than in tumors when CD34 was used as endothelial cell marker.
Conclussion: The importance of studying angiogenesis in pituitary adenomas lies in the need to find mo-
lecular markers that can predict tumor behavior.

We could demonstrate the expression of VEGF and FGF2, two potent angiogenic factors, and the existence
of linear correlation between VEGF and CD31. Our results are indicative of the existence of angiogenesis in
pituitary adenomas; therefore the blockage of angiogenesis might be proposed as an alternative strategy for

cases of resistance to standard therapy. Rev Argent Endocrinol Metab 50:19-24, 2013

No financial conflicts of interest exist.
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INTRODUCCION

El estudio de los mecanismos de tumorogénesis
hipofisaria ha propuesto diversas teorias que invo-
lucran desde defectos genéticos hasta estimulacion
hormonal; sin embargo, ninguna por si sola puede
explicar el desarrollo de estos tumores. No se ha
esclarecido por qué la mayoria son de tipo benigno,
que hace que se vuelvan invasores, agresivos, o
resistentes a los agonistas dopaminérgicos como
sucede en algunos prolactinomas, o el hecho de
que sélo el 0,5 % produzcan metastasis.

La angiogénesis, o formacién de vasos sangui-
neos nuevos a partir de vasos preexistentes, es pro-
ducida por la migracién y proliferacion de células
endoteliales. Puede ser fisiolégica o patolégica,
siendo esta Gltima un mecanismo fundamental en
el desarrollo de los tumores™?. Su estudio ha per-
mitido la generacién de terapias antiangiogénicas
para el tratamiento de distintos tipos de cancer.

La hipéfisis es una glandula muy vascularizada
Esta vascularizacion depende de las arterias hipo-
fisarias superiores ramas de las arterias carétidas

internas. A su vez el tronco meningeohipofisario
nace de la carétida intracavernosa dando origen
a las ramas hipofisarias inferiores que drenan
a un sistema pampiniforme, el sistema portal.
Este sistema rodea al tallo hipofisario siendo un
eslab6én importante entre el hipotalamo y la hipé-
fisis, que a su vez se comunica con los capilares
del 16bulo anterior, permitiendo el transporte de
factores hipotalamicos dentro de la glandula y
las hormonas del 16bulo anterior a la circulaciéon
general. El flujo venoso de la glandula pituitaria
se realiza a través de vasos colectores que drenan
en los senos venosos coronales subhipofisarios, los
senos cavernosos y en el seno circular superior®.

En los adenomas hipofisarios el rol de la angio-
génesis es un tema controversial.

Se han encontrado diferencias en el patrén an-
giogénico de estos tumores en cuanto al fenotipo
hormonal, tamano o invasividad“®.

El proceso de angiogénesis es mediado por la
secrecion de varios factores de crecimiento, los mas
importantes son: el VEGF Factor de crecimiento
del endotelio vascular, potente mitégeno de células
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endoteliales e inductor de la permeabilidad vascu-
lar, y el FGF-2 Factor de crecimiento fibrobldstico
2 y sus receptores. Estos factores, liberados por las
células tumorales, inducen el des o de nuevos
vasos sanguineos para proveer nutrientes
necesarios para el crecimiento tumoral y son ade-
maés necesarios para la diseminacién del tumor y
produccién de metastasis.

El proceso de angiogénesis puede investigarse
a través del estudio de la expresién de dichos fac-
tores, de la determinacién de la densidad micro-
vascular (MVD) y el area vascular, identificando y
cuantificando los vasos con marcadores de células
endoteliales como CD31 y CD34.

OBJETIVOS

En el ano 2006 comenzamos los estudios de an-
giogénesis con muestras de tumores hipofisarios
humanos con el fin de compararlos con los estudios
previos de tipo experimental, en los que habia-
mos demostrado que el VEGF hipofisario esta
incrementado en prolactinomas resistentes de los
ratones “knockout” del receptor dopaminérgico
D2 respecto a los ratones wildtype, mientras que
el FGF2 se encuentra disminuido”. Nos plantea-
mos como objetivos estudiar la importancia de este
proceso en el desarrollo de los tumores hipofisarios
humanos para aplicar al diseno de farmacos capa-
ces de inhibirla, para su uso terapéutico.

MATERIALES Y METODOS

En el periodo comprendido entre los anos 2006-
2010, de una serie total de 276 adenomas hipofi-
sarios intervenidos quirtrgicamente en el Hospital
Santa Lucia y en la Clinica Santa Isabel, se estu-
diaron 76 muestras elegidas al azar de esta pato-
logia. Los pacientes firmaron un consentimiento
informado.

En el 86 % de estos adenomas se utilizé el abor-
daje endonasal transesfenoidal. Imagen 1.

Los adenomas se clasificaron de acuerdo a
su secreciéon hormonal en prolactinomas (PRL),
somatotropinomas (GH), no funcionantes (NF),
corticotropinomas (ACTH) y plurihormonales
(Ph) Tabla 1.

Todos los prolactinomas empleados son resis-
tentes a la terapia con agonistas dopaminérgicos.
Existen diversos criterios para definir la resis-
tencia a este tratamiento, éstos incluyen: falla de
normalizacién de PRL sérica, o de niveles suficien-
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Imagen 1. a) RMN sagital de un tumor selar y supraselar b)
RMN postoperatoria donde se observa la glandula normal c)
fotografia quirdrgica resecando tumor hipofisario d) reseccion
total del tumor, en el fondo se observan restos de glandula
sana.

TABLA 1. Clasificacion de los adenomas hipofisarios
segun su secrecion hormonal.
HSL: Hospital Santa Lucia, CSl: Clinica Santa Isabel

HSL- CSI

Adenomas hipofisarios 76
Prolactinomas 13
Somatotropinomas 23
No funcionantes 27
Corticotropinomas 8
Plurihormonales 5

temente bajos como para conseguir la ovulacién, o
una reduccién en los valores de PRL que no llega al
50 %. Y como la terapia apunta, ademas, a la reduc-
cién del tamano tumoral para reducir los efectos
de masa provocados por el tumor, la resistencia
también se define como falla en la obtencién de una
reduccion del tamano tumoral de al menos un 50 %.
Dado que existen pacientes que logran una buena
reduccion de la masa tumoral sin normalizaciéon
de los niveles de PRL y viceversa, adoptamos como
muchos autores!® como definicién de resistencia a
agonistas dopaminérgicos lo siguiente: falla en la
normalizacién de los niveles de PRL y falla en la
reduccion del tamano del tumor en por lo menos
un 50 %.

Las muestras se recolectaron en formalina y se
incluyeron en parafina y a partir de los respectivos
cortes histolégicos se realizé inmunohistoquimica
para el estudio de los marcadores de endotelio
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CD31 y CD34; y Ki-67 para proliferaciéon celular.
Cuando el tamano del tumor lo permitié se reservo
una segunda muestra en buffer Tris-EDTA para
analisis por western blot de la expresion de VEGE,
PCNA y CD31 segtn describimos previamente!™?.
Se efectuaron comparaciones con glandulas nor-
males (N=6) BioChain Institute, Inc. USA.

RESULTADOS

Todos los tumores mostraron expresién de VEGE.
Elnivel de expresion de esta proteina angiogénica,
determinado por western blot, resulté significati-
vamente mayor en los prolactinomas resistentes
respecto a los demas tipos de adenomas hipofisa-
rios (Graf 2).

Por inmunohistoquimica pudimos observar que
el VEGF localiz6 en las células endoteliales que
recubren los vasos de los adenomas como asi tam-
bién en citoplasmas y=—=3leos de células tumorales.

Por otra parte sol 6 % de las muestras ana-
lizadas resultaron positivas para FGF2, mostrando
principalmente localizacién citoplasmatica y en
matriz extracelular (Graf 3).

Determinamos el contenido de CD31 por wes-
tern blot en homogenatos de muestras tumorales
y sibien no encontramos diferencias significativas
en los niveles de expresién entre los distintos tipos
de adenomas, hallamos una fuerte correlacién
positiva entre VEGF y CD31 (Graf 4).
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Graf 3. Inmunohistoquimica para FGF2 en adenoma se-
cretor de ACTH con localizaciéon citoplasmatica y en matriz
extracelular (izquierda) y adenoma NF (derecha) con marca
citoplasmatica.
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Graf 4. Correlacion lineal entre VEGF y CD31 (determinados
por western blot para el conjunto de los adenomas hipofisa-
rios), N = 29. El p que se muestra corresponde al test de
correlacion de Spearman.

Se determiné el indice de proliferacion celular
a través de dos marcadores: PCNA y Ki-67 y no se
encontro correlacion lineal entre PCNA y VEGE, ni
Ki-67 y VEGF en las muestras estudiadas (Graf 5).

Marcamos la vasculatura normal y tumoral por
inmunohistoquimica para CD34 y determinamos
el area vascular como el area ocupada por vasos/
area total, la que result6 ser mayor en los tejidos
normales que en los tumores (Graf 6).

DISCUSION

La angiogénesis es uno de los mecanismos necesa-
rios e indiscutidos en la formacién de tumores, de
ella dependen la oxigenacion, el transporte de nu-
trientes y el desarrollo de metastasis. Sin embargo,
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Graf 5. Asociacion entre VEGF y los indices de proliferaciéon celular

determinado por inmunohistoquimica (a) y PCNA

cuantificado por western blot (b) en muestras de adenomas hipofisarios, N = 42. NS
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Graf 6. Area vascular (area ocupada por vasos/area total)
expresada en porcentaje, determinada con el marcador CD34:
N =6,18,10 y 5 en GH, NF, PRL y Normal * P < 0,05 para
normal vs. tumores).

en el estudio de los tumores hipofisarios el hecho
de que la vascularizacién normal de la glandula sea
mayor que en los adenomas (como demostramos en
el presente trabajo), y que estos tumores muy rara
vez metastatizan, puso en duda este mecanismo
como uno de los factores que inducirian el proceso
de tumorogénesis hipofisaria.

En estudios previos en modelos experimentales
se pudo demostrar que la angiogénesis cumple un
importante rol en la formacion de los adenomas
hipofisarios™. En concordancia, los tratamientos
“in vivo” que efectuamos con terapia anti-VEGF
resultaron en una inhibicién del crecimiento tu-
moral y de la sintesis de prolactina en hip6fisis de
ratones deficientes del receptor dopaminérgico

D21V, Sobre la base de estos resultados se estudié
la expresion de marcadores angiogénicos en tumo-
res hipofisarios humanos.

Las publicaciones relacionadas a la angiogénesis
de los adenomas hipofisarios muestran resultados
controversiales. Algunos autores hallaron una
mayor expresiéon de VEGF en hip6fisis normales
cuando se compararon con adenomas, y una mayor
expresion en carcinomas'? pero otros no encontra-
ron diferencias entre los distintos adenomas hipofi-
sarios’®. Nuestros estudios permitieron demostrar
la existencia de factores de crecimiento en todas
las muestras analizadas, con una mayor expresion
de VEGF en los prolactinomas en comparacién con
los demas tipos de tumores, y con una expresion de
FGF2 en el 56 % de los casos estudiados. Asimismo,
la correlacion entre el VEGF y los marcadores de
vasculatura apunta a un desarrollo de angiogénesis
en todos los tipos de tumores hipofisarios.

Por otro lado, la falta de correlaciéon de VEGF
con los marcadores de proliferacion celular indica
que la agresividad o capacidad proliferativa del
tumor no estan limitadas por el grado de vascu-
larizaciéon alcanzado por el mismo, y que otros
factores, como alteraciones genéticas primarias,
serian los responsables directos.

CONCLUSION

El estudio de la angiogénesis en adenomas hipo-
fisarios nos permitié demostrar la participaciéon
de factores de crecimiento como VEGF en el
desarrollo de este tipo de tumores, analizar las ca-
racteristicas de la vasculatura tumoral evidenciada
por los marcadores CD31 y CD34, y correlacionar


carolaina
Note
Aca despues de proliferacion celular irian dos puntos (:)


24

niveles de expresion de proteinas angiogénicas
con el indice de proliferaciéon medido a través de
PCNA y Ki-67.

Nuestros resultados en su conjunto son indica-
tivos de la existencia de angiogénesis en los ade-
nomas hipofisarios por lo que su bloqueo podria
plantearse como complemento de las terapias que
atacan directamente la proliferacion celular, como
una estrategia alternativa en los casos resistentes
a las terapias convencionales.
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