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Resumen  Analizamos molecularmente tumores formados por clones estables de la linea lactosomatotrofa GH3
Smad-4 (transductor de sefiales de la proteina morfogénica de hueso-4, BMP-4) dominante negativo
(Smad-4dn que bloquea el transductor Smad) que desarrollan tumores de menor tamafio que los controles en rato-
nes nude, pero que presentaron un crecimiento tardio. Encontramos que en éstos la expresion/control de Smad-
4dn se perdi6 y que sobreexpresan c-Myc. Concordantemente, BMP-4 se sobreexpresa y estimula la expresion de
c-Myc en prolactinomas humanos pero no en otros adenomas o en hipéfisis normales. Ademas en células GH3,
ICI 182,780 (bloqueante de estrégenos) inhibe la estimulacién de c-Myc por BMP-4 y el cotratamiento BMP-4/
estrogenos posee un efecto aditivo sobre la proliferacion celular. Al bloquear BMP-4 con ICl y estrégenos (E2) con
Smad-4dn se bloquea significativamente cada efecto estimulatorio sobre la proliferacion. A su vez Smad-4
interacciona fisicamente con los dos subtipos de receptores de estrégenos, ERa/ERb. Demostramos por primera
vez el rol de BMP-4 en la tumorigénesis de prolactinomas, involucrando un crosstalk funcional BMP-4/estr6genos.
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Abstract New mechanisms involved in the pathogenesis of pituitary adenomas . We studied Smad-4dn tu-
mors generated from lactosomatotrophic GH3 cells stably transfected with a dominant negative form
of Smad-4 (a bone morphogenetic protein-4, BMP-4, signal co-transducer) which had reduced tumorigenicity in nude
mice, but had showed a late increase in tumor size. We found that they had lost in vivo the expression of Smad-4dn
and had recovered c-Myc expression. In accordance, BMP-4 is overexpressed and stimulates the expression of
c-Myc in human prolactinomas, but not in other human pituitary adenomas or normal pituitary. In adittion ICl 182,780
inhibited BMP-4 stimulated c-Myc expression and BMP-4 and 17b-estradiol in combination had an additive effect on
GH3 cell proliferation. Their action was inhibited by blocking BMP-4 with ICI 182,780 or 17b-estradiol with Smad-4dn.
Furthermore, co-immunoprecipitation studies demonstrate that Smad-4 physically interacts with the ERa/ERb. We show

for the first time the role of BMP-4 in prolactinoma pathogenesis, involving a functional cross-talk BMP-4/E2.
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El desarrollo de tumores hipofisarios es un proceso
en el cual células estimuladas por esteroides, factores
hipotaldamicos o de crecimiento se transforman dando
lugar a un fenotipo tumoral, y luego se expanden de
manera monoclonal generando adenomas® 2. Sin em-
bargo, los mecanismos moleculares que llevan a la apa-
ricibn de estos tumores se encuentran en estudio ac-
tualmente.
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Las proteinas morfogénicas de hueso, BMPs, son
miembros de la superfamilia de factores transformantes
de crecimiento-b (TGF-b) que fueron originalmente des-
cubiertos por su habilidad de inducir la formacion ectopica
de cartilago y hueso al inyectarlos en animales experi-
mentales®. Actualmente se sabe que no s6lo promueven
la diferenciacién a linajes 6seos, sino que también regu-
lan la divisién celular, la apoptosis, la determinacion celu-
lar, diferenciacion y morfogénesis®. BMP-4 es uno de los
miembros de esta familia mas estudiado debido a su par-
ticipacion en numerosos eventos embrionarios®. Existen
evidencias que otros miembros de la superfamilia de TGF-
b poseen efectos sobre la hipdfisis adulta, inhibiendo el
desarrollo de prolactinomas*. Por el contrario se desco-
noce el posible rol de BMP-4 en hipdfisis adultas.

Se ha detectado la presencia de receptores de estré-
genos (ERs) en la hipdfisis anterior y en adenomas hipo-
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fisarios; en la pituitaria normal, las poblaciones de gona-
dotrofos y lactotrofos presentan la mayor expresién de
ERs®. En concordancia con esto, se ha informado la pre-
sencia de ERs en la mayoria de los tumores secretores
de PRLE®. Los estrégenos aumentan la expresion de
prolactina (PRL)” y estimulan la proliferaciéon de los
lactotrofos tanto normales como transformados®.

Con el objetivo de encontrar genes involucrados en
la tumorigénesis hipofisaria, en trabajos recientes nues-
tro grupo comparé el patron de expresion génica de
hipofisis anteriores normales versus los prolactinomas
provenientes de ratones hembras D2KO (differential dis-
play PCR). Sélo en las hipdfisis normales se identificd una
banda correspondiente a Noggin, antagonista especifico
de BMP-4, el cual no inhibe a otros miembros de la
superfamilia de TGF-b®. Por RT-PCR comparativa no solo
se encontré que la expresion de Noggin esta disminuida
en estos prolactinomas sino que BMP-4 esta sobreex-
presado, lo cual se confirmé en diferentes modelos ani-
males de prolactinomas. Los ratones nudeinyectados con
clones estables de la linea tumoral lactosomatotrofa GH3-
Smad-4dn (blogueante de los receptores BMP-4/TGF-b)
presentan tumores de menor tamafio y con una tasa de
crecimiento menor que los controles.

En este trabajo demostramos la expresién de BMP-4
en tumores humanos, su rol en la tumorigénesis de
prolactinomas y la participacion de un crosstalk funcio-
nal entre BMP-4 y los estrégenos.

Trabajamos con tumores hipofisarios provenientes de
pacientes con hiperprolactinemia, acromegalia, enferme-
dad de Cushing o adenomas no funcionantes y con la
linea celular tumoral lactosomatotrofa GH3. Se estudia-
ron la expresién de c-Myc y Smad-4, la proliferacion ce-
lular, el crecimiento tumoral en ratones nude, la interac-
cién proteina-proteina Smad-4-ER y la actividad trans-
cripcional del promotor de BMP-4. Se utilizé la construc-
cion pBMP-4-Luc, la cual contiene un fragmento de 2.6
kb del promotor IA de BMP-4 de ratén (region flanqueante
5" desde -2371/+258) rio arriba del gen reporter LUC.
Para la generacién de clones estables GH3 Smad-4 do-
minante negativo (GH3 Smad-4-dn), se utiliz6 un vector
de expresiéon que contiene un fragmento del cDNA (1-
514) del factor DPC-4 fusionado a un FLAG. Las
transfecciones se realizaron mediante el método de
lipofectamina con 2 pg del ADN plasmidico apropiado.
La actividad transcripcional se determiné a través de la
actividad luciferasa de los extractos y la normalizacion
se llevo a cabo por b-galactosidasa. Para la prolifera-
cién celular se utilizé el método de WST-1. En las co-
inmunoprecipitaciones que determinan la interaccién
proteica, las células fueron tratadas con anticuerpos con-
tra Smad-4, ER-a o ER-b, y en los Western Blot los
lisados celulares fueron revelados con anti-BMP-4, anti-
Smad-4, anti-ER-a, anti-ER-b, anti-c-Myc o anti-FLAG y
como control se utilizé un anti-actinab. Los resultados
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estan expresados como el promedio + ES. La significa-
cién estadistica de los datos fue calculada por andlisis
de la varianza (ANOVA) de un factor y el test de Scheffé.

Habiamos demostrado que ratones nude inyectados
con clones GH3-Smad-4dn o GH3-Noggin, presentan
tumores de menor tamafio y una tasa de crecimiento
menor, que aquellos tumores generados por células GH3-
control. Hubo dos ratones inyectados con células GH3
Smad-4dn que desarrollaron tumores que durante los
Ultimos dias de la mediciéon tumoral crecieron significa-
tivamente hasta igualar a los ratones controles. En pri-
mer lugar analizamos molecularmente dichos tumores
por Western Blot y observamos que dichas células
tumorales perdieron la expresién de Smad-4dn y prolife-
raron como las controles. A su vez, los tumores contro-
les presentan una sobreexpresién de c-Myc (uno de los
reguladores mas importantes del ciclo celular), la cual
no se detect6 en los tumores Smad-4dn de crecimiento
lento. Sin embargo, los tumores Smad-4dn que escapa-
ron al control negativo recuperaron la sobreexpresion
de c-Myc a niveles similares a los controles. Estos resul-
tados aportan evidencia directa de la participaciéon de
BMP-4/Smad-4 in vivo en la tumorigénesis.

Luego estudiamos la capacidad de BMP-4 (200ng/
ml) de estimular la expresion de c-Myc en tumores
hipofisarios humanos. Encontramos que so6lo aumenta
en prolactinomas y que el tratamiento con Noggin 1 g/
ml disminuye la expresion basal de c-Myc. Determina-
mos la expresién de BMP-4 en tumores hipofisarios hu-
manos. Se estudiaron 48 tumores y se encontré que
BMP-4 se sobreexpresa en los prolactinomas humanos
(n=12), pero no en Cushing (n=11), acromegalicos
(n=12), no funcionantes (n=13) o hipéfisis humanas nor-
males (n=3). El nivel de expresion fue mayor en seis
prolactinomas que presentaban infiltracién al seno ca-
vernoso, hueso o dura mater, en oposicion a seis prolac-
tinomas restringidos a la sella, encapsulados o sin sig-
nos de infiltracion.

Al estudiar la estimulacion de c-Myc en las células
GH3, se observé que el tratamiento con BMP-4 200ng/
ml induce la expresion c-Myc (al igual que en prolacti-
nomas humanos), dicha induccion es similar a la ejerci-
da por los E2 100nM. El cotratamiento de BMP-4 con
ICI 10°M, un antagonista del ER, inhibe el efecto
estimulatorio de BMP-4. Estos resultados sugieren un
crosstalk entre BMP-4 y E2 que decidimos profundizar
en ensayos de proliferacion. Al estimular las GH3 con
BMP-4 y E2 se observa un efecto aditivo del 35%
(p<0.01) sobre la proliferacion celular (Tabla 1). El blo-
gueo de cada estimulo con el antagonista contrario, BMP-
4 con ICl y E2 con Smad-4dn, resulta en una inhibicion
parcial pero significativa de la proliferacién celular
(p<0.01) (Tabla 1), confirmando que BMP-4 y E2 acttan
via caminos intracelulares de sefializacién solapantes.
Efectivamente, ensayos de coinmunoprecipitacion de-
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TABLA 1.— Crosstalk entre BMP-4 y E2 sobre la
proliferacion celular

Estimulo D.O.£ ES
Basal 0.30+£0,01
BMP-4 10ng/ml 0.51 +0,03*
E2 1nM 0.49 + 0,03*
BMP-4 10ng/mI+E2 1nM 0.78 £0,03"
Basal 0.34 £ 0,02
BMP-4 200ng/ml 0.90 + 0,01*
ICI 10nM 0.35+0,02
BMP-4 200ng/mi+ICI 10nM 0.48 £ 0,02.

Las células GH3 fueron tratadas con BMP-4 10ng/mi-200ng/ml,
17b-estradiol (E2) o ICI 182,780 (ICl), y la combinacién de ambos
durante 72 horas y la proliferacion celular fue determinada por
el método de WST-1. Resultados similares se obtuvieron al
contar el nimero total de células. Cada valor representa la media
de cuatro wells con su correspondiente error estandar de un
experimento representativo de un total de cuatro experimentos
independientes con resultados similares. ANOVA con test de
Scheffe * p<0.01 con respecto al basal;” p<0.01 con respecto
a la estimulacion por BMP-4 10 ng/ml o 17b-estradiol; « p<0.01
con respecto a la estimulacion por BMP-4 200ng/ml.

muestran una interaccion fisica entre ER (a y b) y Smad-
4 tanto en presencia de BMP-4 100ng/ml como de E2
100nM, que no se observa con anticuerpos controles.

E2 induce la sintesis de BMP-4 por células lactosoma-
totrofas aumentando la actividad transcripcional del pro-
motor de BMP-4, efecto que es bloqueado con el agre-
gado de tamoxifeno 1 uM (blogueante ER); este aumen-
to también se observa a nivel proteico (Fig. 1).

Durante mucho tiempo existié controversia acerca de
las bases moleculares de la tumorigénesis hipofisaria.
Demostramos que los estrégenos, factores que favore-
cen el crecimiento de prolactinomas, aumentan la activi-
dad transcripcional del gen y los niveles proteicos de
BMP-4. Esta sobreexpresion de BMP-4 a su vez induce
la expresion de c-Myc y la proliferacion tumoral median-
te un mecanismo que involucra un crosstalk de su
transductor Smad-4 con E2, que es fundamental para el
desarrollo de tumores in vivo.

c-Myc es un proto-oncogen que media los efectos tan-
to de los estrégenos como de TGF-b en el ciclo celular®?,
En nuestro trabajo demostramos que tanto los tumores
controles, los Smad-4dn que escapan a la regulacion ne-
gativa, como las células GH3 y prolactinomas estimula-
dos con BMP-4, presentan altos niveles de c-Myc. De
esta manera determinamos por primera vez la participa-
cién de BMP-4 en un nuevo mecanismo in vivo que pro-
mueve el desarrollo de prolactinomas hipofisarios. Se
desconocia el posible rol de BMP-4 en la hipéfisis adulta,
y dada la importancia de éste durante el desarrollo
hipofisario!? su participacion en la tumorigénesis hipofisaria
constituye un mecanismo sumamente novedoso.
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Fig. 1.— Regulacién de la expresion de BMP-4 en la linea
lactosomatotrofa GH3. a) Las células fueron transfectadas
con la construccion reportera del promotor de BMP-4 (-2371/
+258), después de 18hs fueron estimuladas con E2 1nMy
tamoxifen 1 uM y fueron ensayadas las actividades de luci-
ferasa y bgal de los extractos celulares a las 24 horas. Cada
barra representa la media, estandarizada de tres wells de
transfeccion con su correspondiente error estandar de un
experimento representativo de un total de tres experimen-
tos con resultados similares. Los resultados se encuentran
expresados como valores relativos con respecto al basal.
ANOVA con test de Scheffé * p < 0.01 con respecto al basal;
A p< 0.01 con respecto al estimulo de E2 b) Las células
GH3 fueron tratadas con 17 b-estradiol (E2), ICI 182,780
(ICl), o la combinacién de ambos por 24 horas. BMP-4 se
dectecto por la técnica de Western Blot a partir de lisados
celulares. Los resultados son representativos de un total de
tres experimentos con resultados similares.

A su vez describimos un crosstalk funcional entre
BMP-4 y los E2 tanto a nivel de la estimulaciéon de c-Myc
como de la proliferacion celular, que se corrobora por la
interaccion fisica de los correspondientes transductores
de sefales, Smad-4 y ER. Recientemente se ha identifi-
cado una interaccién fisica entre ER y la proteina Smad
3 activada por TGF-b en la linea celular 293T*. Tanto
BMP-4 y otros miembros de la familia TGF-b como los
E2 cumplen funciones importantes en diferentes tipos
tumorales y en la fisiologia del hueso. Nosotros demos-
tramos la existencia de un mecanismo molecular
regulatorio BMP-4-Smad-4-ER que puede participar en
el desarrollo de otras enfermedades. Muchas células
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tumorales logran escapar al efecto inhibitorio que los
miembros de la superfamilia de TGF-b poseen sobre la
proliferacion celular, y este hecho se ha convertido en
un interrogante central para entender la regulacion del
crecimiento tumoral®. En base a nuestros resultados,
proponemos que los prolactinomas, en los cuales BMP-
4 estimula la proliferacién celular, constituyen un mode-
lo dtil para investigar este mecanismo.
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La hermosa idea del héroe que combate y muere por la patria, la mujer y los hijos, no corresponde
a esta época; es hablando claro un puro sin sentido. La mujer y los hijos serian probablemente las
primeras victimas de las bombas atémicas, antes que el soldado que se encuentra en los refugios,
fortines o tanques, y la patria salvada se asemejaria al final de la contienda a un paisaje lunar.
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