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Neurotensina y otros péptidos reguladores en el desarrollo hijpofisario humano y en adenomas hipofisarios

1. INTRODUCCION

La Neurotensina (NT) es un tridecapéptido aislado inicialmente a partir de extractos de
hipotalamo bovino por Carraway y Leeman, 1973. Ademas de en el sistema nervioso central, se
ha comprobado que la NT esta presente en numerosas localizaciones en el organismo siendo
producida en el sistema endocrino, tracto digestivo, sistema reproductor, etc. Desde su
descubrimiento numerosos estudios han puesto de manifiesto el papel de la neurotensina en un
amplio rango de procesos fisioldgicos y patoldgicos en el organismo. A nivel fisiologico, la NT es
considerada como neurohormona y/o neuromodulador en mamiferos, donde ha sido implicada
principalmente en la regulacion de la funcion hipofisaria, especificamente afectando la secrecion
de todas las hormonas de la adenohipdfisis (Eckland y Lightman, 1987; Watanobe y Takebe,
1993; Vijayan y col., 1994), y en diferentes niveles del sistema neuroendocrino (Vijayan y col.,
1994; Rostene y Alexander, 1997). En el sistema nervioso central, la NT se localiza
principalmente en varios nlcleos hipotalamicos implicados entre otros procesos en el control de
la funcion gonadal (Kahn y col., 1980; Jennes y col., 1982). Ademas, la expresion de NT a nivel
central se solapa con la expresion de receptores de estrogenos (Pfaff y Keiner, 1973; Stumpf y
col.,, 1975; Axelson y col., 1992) y con la expresion del factor liberador de gonadotropinas
(GnRH) (King y col., 1982; Witkin y col., 1982), indicando que la expresidén de NT esta regulada

por los niveles circulantes de hormonas sexuales.

Como hormona peptidica, la NT ejerce sus efectos principalmente a través de dos
receptores del tipo 7 dominios transmembrana acoplados a proteina G, el receptor de NT 1
(NTR1), un receptor de alta afinidad, y el receptor de NT 2 (NTR2), un receptor de baja
afinidad. El NTR1 se expresa en el sistema nervioso central, en los intestinos delgado y grueso,
en el higado (Mustain y col., 2011), hipdfisis (Bello y col., 2004), gonadas (Gonzalez y col.,
2011), mama y prostata (Carraway y Plona, 2006) donde se ha demostrado su papel de factor
de crecimiento. De la misma forma se ha estudiado su expresion en neoplasias de estos tejidos
indicando su papel proliferativo también en células tumorales. EIl NTR2 presenta una expresion
mas extensa en el sistema nervioso central que NTR1 pero no se expresa en el tracto
gastrointestinal (Johnson, 2006). Dos receptores adicionales, Sortillina/NTR3 y sorLA/LR1 1, se
ha encontrado que se unen a NT entre otros ligandos. Ambos receptores presentan un Unico
dominio transmembrana y se expresan principalmente en el sistema nervioso, aunque también
se expresan en el tejido adiposo, gdnadas y linfatico (Jacobsen y col., 2001). Mientras que los
efectos de la NT mediados a través de NTR1 y NTR2 han podido establecerse con cierta

precision, los efectos de la NT mediados por la Sortillina/ NTR3 permanecen aun por dilucidar.
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2. NEUROTENSINA Y OTROS PEPTIDOS REGULADORES EN EL DESARROLLO
HIPOFISARIO

Dado el relevante papel de la hipofisis como glandula principal del sistema
neuroendocrino y la importancia de su desarrollo para conocer el establecimiento de sus
funciones reguladoras en el adulto, este ha sido ampliamente estudiado en todos los grupos de
vertebrados (Schreibman and Margolis-Kazan, 1979; Gasc and Sar, 1981; Moriceau-Hay et al.,
1982; Pearson and Litch, 1982; Pearson et al., 1983; Thommes et al., 1987; Batista et al.,
1989; Allaerts et al.,1999; Reyes et al., 2008a, 2008b). La expresion diferencial de numerosos
genes, algunos generales y otros especificos, han permitido ir construyendo el complejo
proceso de desarrollo y diferenciacion de la hipdfisis. Entre todo el conjunto de factores
implicados en dicho proceso, los péptidos presentes en las células hipofisarias adultas
regulando sus funciones también parecen jugar un papel relevante en el desarrollo, papel que
esta aun muy lejos de ser bien comprendido. A pesar de su importancia, el estudio de péptidos

en la hipofisis humana es casi inexistente.

Teniendo en cuenta el amplio estudio sobre la NT y su papel en la proliferacion tumoral
en los Ultimos afios, con el fin de estudiar esta funcion en los adenomas hipofisarios, decidimos
en primer lugar hacer un estudio del desarrollo de las distintas hormonas en humanos vy la
posible presencia de péptidos en esta fase de la vida, ya que carecemos curiosamente de
trabajos en este campo. Los objetivos principales de este trabajo (Reyes y col., 2008) fueron:
por un lado establecer la secuencia de aparicion de las distintas células secretoras de hormonas
y por otro establecer qué péptidos se expresaban y en qué tipos celulares a fin de establecer
posibles correlaciones funcionales. Para ello se estudiaron hipdfisis de fetos humanos obtenidas
tras abortos espontaneos, abortos legales programados o muerte intrauterina. Se analizaron un
total 24 hipdfisis correspondientes a los estadios 9, 19, 23, 30, 36 y 37 semanas de gestacion.
El uso de dicho material asi como todo el estudio fue aprobado por el comité de ética del
Hospital Universitario de Canarias (HUC). Las hipofisis se analizaron mediante una técnica
inmunoenzimatica indirecta frente a una bateria de anticuerpos contra las hormonas
hipofisarias: hormona adrenocorticotropa (ACTH), hormona estimulante del tiroides (TSH),
hormona foliculo estimulante (FSH), hormona somatotropa (STH) u hormona del crecimiento
(GH) y prolactina (PRL) y contra los péptidos angiotensina-II (Ang-II), neurotensina (NT) y

galanina (Gal).

Los resultados de este estudio mostraron una secuencia de diferenciacion de los distintos
tipos de células secretoras diferente al que se ha establecido en la mayoria de las especies de
mamiferos. Las primeras células detectadas a las 9 semanas del desarrollo fetal fueron las
células GH-inmunoreactivas (GH-ir) mayoritariamente y en menor ndmero las células TSH-ir y

células FSH-ir. Uno de los aportes mas interesante de este estudio fue la deteccién de Ang-II-ir
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colocalizando con GH-ir en las mismas células (Fig. 1). Esta localizacion fue de un 100%. La GH
y la Ang-II experimentaron variaciones similares a lo largo del desarrollo. Al final del mismo, se
observaron células Ang-II que no correspondian a células GH-ir. A las 23 semanas de vida fetal
se detectaron las primeras células PRL-ir y BEnd-ir en la zona mas externa del I6bulo anterior.
En este estadio se detectaron por primera vez las primeras células NT-ir y Gal-ir. A las 30
semanas de desarrollo fetal se detectaron por primera vez el resto de las hormonas derivadas
de la pro-opiomelanocortina, aMSH, BMSH y ACTH. Entre las 30 y las 36 semanas, final del
desarrollo fetal, todas las poblaciones de células secretoras aumentaron en nimero alcanzando
la distribucion observada en el adulto. Los estudios de colocalizacidn mostraron que la NT
estaba presente en células TSH-ir y FSH-ir (Fig. 2) entre otras que no pudieron ser
determinadas. La Gal, ademas de en estos dos tipos celulares, se colocalizd también con la PRL
y la GH (Fig. 3). Como aportaciones principales de este trabajo: 1) Se establecid la secuencia de
aparicion de las células productoras de hormonas de la hipdfisis en humanos, encontrando que
es la Unica especie estudiada donde no se diferencian en primer lugar las células ACTH; 2) Se
demostré que en humanos las primeras células en diferenciarse son las células productores de
hormona del crecimiento (GH) y no las productoras de ACTH como se ha visto en multiples
especies y que estas Ultimas se diferencian en la Ultima etapa del desarrollo fetal humano; 3)
Se describid por primera vez en el desarrollo hipofisario humano la presencia de 3 péptidos, la
Ang-II, la NT y la Gal, estableciéndose su colocalizacion en los distintos tipos de células
secretoras; 4) Se establecieron comparaciones con otras especies de vertebrados en relacion a
la presencia de péptidos y se concluyd que, la presencia de estos, en tipos celulares concretos,
debe estar en relacion con el papel de los mismos en el desarrollo y la diferenciacion de la
hipdfisis, mientras que otros, como la NT siguen estando presentes en el individuo adulto en los

mismos tipos celulares.
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Figura 1. Seccion de hipofisis de un embridn de 9 semanas de gestacion (E.9) en la que se
muestra la presencia de células GH-ir (e;) que son también Ang-II-ir (e,). Barra de escala 20
pm. Figura 2. Seccién de hipdfisis de un embridén de 23 semanas de gestacion (E.23) en la
gue se muestra la presencia de células NT-ir (a;) que son también TSH-ir (a,) y células NT-ir
(b1) que son también FSH-ir (b,). Barra de escala 20 ym. Figura 3. Seccion de hipdfisis de un
embrién de 23 semanas de gestacion (E.23) en la que se muestra la presencia de células Gal-ir
(a1) que son también FSH-ir (a,), células Gal-ir (b;) que son también TSH-ir (b,), células Gal-ir
(c1) que son también GH-ir (C,) y células Gal-ir (d;) que son también PRL-ir (d,). Barra de
escala 20 pm.)

3. NEUROTENSINA Y ENFERMEDADES TUMORALES

Mlltiples estudios apoyan el papel de la NT en la estimulacion de la proliferacion celular.
Su mecanismo de accion no se conoce exactamente pero puede actuar como un factor
endocrino, paracrino o autocrino en tumores de distintos tejidos incluyendo el de pancreas,
colorrectal, prostata, pulmén y mama (Carraway y Plona, 2006). La secrecion de NT vy la
expresion de receptores de NT por diferentes canceres de origen epitelial han sido bien
documentadas. Nuestro grupo (Rodriguez y col., 2010) ha sido el primero en describir la
expresion de NT en tumores de miometrio. Hemos observado una mayor expresion de NT y
NTR1 en las células del musculo liso de los leiomiomas en comparacion con el miometrio sano.
Estos hallazgos fueron alin mas evidentes en los tumores procedentes de mujeres tratadas con
esteroides sexuales para la fecundacion /in vitro (FIV), de acuerdo con el hecho de que E2
estimula la expresion de NT en la mama vy el tejido neuroendocrino (Bello y col., 2004; Dupouy
y col., 2009). Alifano y col. (2010) examinaron recientemente una serie de 52 pacientes en
tratamiento por melanoma maligno durante un periodo de 4 afnos y detectd la presencia de NT
y NTR1 en el 71,1% vy el 90,4% de los casos, respectivamente. Un dato importante es que la
expresion de NT sea un hecho temprano en el cancer de varios tejidos, por ejemplo en el colon

donde Souazé y colaboradores (2006) demostraron que la expresion de NT era
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progresivamente mayor desde adenomas a carcinoma. También se habia observado en tumores
endocrinos de pancreas con un potencial maligno (Carraway y col., 1988; Eriksson y col.,

1989), siendo ahora aceptado el cancer de pancreas como uno de los que expresan NT.

Los adenomas hipofisarios (AH), uno de los tumores endocrinos mas frecuentes, aunque
benignos en un elevado porcentaje, suelen ser tumores secretores de una determinada
hormona dependiendo de su origen, lo que ocasiona una clinica muy llamativa en la mayoria de
los casos, como consecuencia de los elevados niveles de hormona. El primero de los trabajos
realizados en adenomas hipofisarios (Reyes y col., 2007) tuvo como objetivo saber en qué
afectaba la presencia del tumor a la secrecion normal de las células hipofisarias y por otro lado,
saber si el péptido NTS se expresaba en el tumor aunque fuera de un tipo celular diferente al
que lo expresa en condiciones normales. El material fue un tumor de hipdfisis diagnosticado
como microadenoma cromoéfobo. El tumor resultd ser un microadenoma benigno secretor de
ACTH extirpado a una paciente que presentaba en el momento del diagndstico un sindrome de
Cushing o hipercortisolismo 29, en este caso a la hipersecrecién de ACTH por el microadenoma
hipofisario. La muestra, que incluia tejido tumoral ademas de una porcion de tejido sano
adyacente al tumor, se fijo en formol al 10% Yy se realizaron cortes de congelacion sobre los
gue se realizd una técnica inmunoenzimatica indirecta para las distintas hormonas hipofisarias

asi como para los péptidos NT, Ang-II, VIP (péptido intestinal vasoactivo) y SP (sustancia P).

Los resultados mostraron en el tejido sano adyacente al tumor la ausencia de ACTH y
hormona de crecimiento (GH), mientras que la expresion del resto de hormonas, FSH, TSH y
PRL mostrd un patrén normal. Asimismo, la expresion del resto de hormonas derivadas de la
POMC (BEnd, aMSH y BMSH) fue normal excepto la BEnd que mostré una inmunoreaccion
extremadamente débil. Se observo ademas la expresion de NT en células TSH-ir y FSH-ir (Fig.
4) (igual que en condiciones normales) y la expresién de VIP en células FSH-ir y de SP en
células BMSH-ir (Fig. 5). El estudio del tejido tumoral, mostrd la expresion masiva de ACTH,
confirmando el diagndstico de microadenoma secretor de ACTH y mostro la presencia de NT y
SP en las células tumorales ACTH-ir. La aportacion mas interesante de este trabajo, fue
demostrar por primera vez que la NT y la SP pueden modular la proliferacion tumoral en la

hipdfisis al igual que en otros tejidos (Fig. 6).
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Figura 4. Seccion de hipdfisis adulta correspondiente al tejido periadenomatoso que muestra la
presencia de células NT-ir (a) y (c) que muestran también inmunoreaccion para las hormonas
TSH (TSH-ir) (b) y FSH (FSH-ir) (d) respectivamente. Figura 5. Seccion de hipdfisis adulta
correspondiente al tejido periadenomatoso que muestra la presencia de células VIP-ir (a) que
muestran también inmunoreaccion para la hormona FSH (FSH-ir) (b) y la presencia de células
SP-ir (c) que muestran inmunoreaccion con derivados de la POMC, en este caso BMSH(BMSH-ir
) (d). Figura 6. Seccion de adenoma hipofisario secretor de ACTH que muestra la presencia de
intensa inmunoreaccion para ACTH (a)asi como para los péptidos Neurotensina (b) y Sustancia
P (e). Detalle del margen que confirma la presencia de NT-ir (c) en las células tumorales ACTH-
ir (d).

Un segundo trabajo que abordamos en colaboracién con el grupo de endocrinologia
celular y molecular de la Universidad de Sao Paulo, fue el estudio de la expresion de NT y de
sus receptores (NTR1, 2 y 3) en una serie de 50 adenomas hipofisarios (11 secretores de GH, 8
secretores de prolactina, 4 secretores de ACTH y 27 no funcionales (no secretores)) (Giorgi y
col., 2008).

En las muestras se midid6 por PCR a tiempo real la cantidad de ARNm de NT,
observandose expresion en todas ellas, con un nivel significativamente mas alto en los

adenomas funcionales en comparacion con los no funcionales (Fig. 7). El analisis de los
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diferentes receptores mostrd curiosamente, ausencia de expresion de los receptores NTR1 y 2
mientras que si se detectd expresion de NTR3 (Fig. 8). La expresion de NT y NTR 3 se confirmd
mediante inmunohistoquimica. La presencia de NT se confirmd en todos los adenomas, tanto
funcionales como no funcionales (Fig. 9). En los primeros se confirmd la colocalizacion del
péptido con cada una de las hormonas correspondientes producidas por cada tipo de célula
origen del tumor. La aportacion mas interesante de este trabajo fue detectar la presencia de
altos niveles de NT y NTR3 en células tumorales corticotropas, lactotropas y somatotropas, que
no contienen NT en la hipdfisis normal. Esto sugiere un posible papel para la NT mediante
estimulacién autocrina y/o paracrina a través de su receptor NTR3 en la tumorogénesis de

adenomas hipofisarios funcionales.
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Figura 7. Expresion relativa de los niveles de mRNA de NT en 50 adenomas hipofisarios en
comparacion con 6 hipofisis normales determinados por Real time PCR. Los limites del
rectangulo representan los percentiles 25 y 75. La linea horizontal en el interior del rectangulo
representa el valor medio. Figura 8. Expresion relativa de los niveles de mRNA del receptor 3
de en adenomas hipofisarios funcionales y no funcionales en comparacién con hipéfisis normal
determinados por Real time PCR. Los limites del rectangulo representan los percentiles 25 y 75.
La linea horizontal en el interior del rectangulo representa el valor medio. Figura 9.
Colocalizacion de Neurotensina (NT-ir) y hormonas en adenomas hipofisarios. (A,B) Células NT-
ir (A) que son también ACTH-ir (B). (C,D) Células NT-ir (C) que son también GH-ir (D). (E,F)
Células NT-ir (E) que son también PRL-ir (F). (G,H) Células NT-ir en macroadenomas
hipofisarios no funcionales. Barra de escala 20 pm.
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