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II.1. Patogenia de los adenomas hipofisarios 

Los adenomas hipofisarios (AH) son tumores derivados de las células 

neuroendocrinas que forman parte de la glándula hipofisaria. Constituyen el 10-15% de 

los tumores intracraneales (1). Originan síntomas derivados del crecimiento local 

(cefalea, náuseas, vómitos, parálisis de los pares craneales III, IV y VI y/o compresión 

quiasmática) o secundarios a la hiperfunción hormonal. La afectación de la glándula 

hipofisaria sana da lugar a déficits hormonales. Por lo general se consideran tumores 

benignos, pero pueden presentar crecimiento localmente infiltrativo y recidivar aunque 

raramente metastatizan, en cuyo caso se consideran carcinomas hipofisarios.   

Se postula que los AH tienen un origen monoclonal por expansión de las células 

adenohipofisarias. Estas células se desarrollan a partir de las células primordiales de la 

cresta neural por la activación secuencial de determinados factores de transcripción que 

dan lugar a las células maduras en las que se expresan de los genes hormonales 

hipofisarios (Figura II.1-1)(2). Existe suficiente evidencia a favor del origen monoclonal 

de estos tumores: hay publicados estudios de X- inactivación y pérdida de 

heterocigosidad (LOH) a favor de la monoclonalidad, se encuentran rodeados de tejido 

hipofisario normal no-hiperplásico y la mayoría de AH presentan patrones de metilación 

de ADN no-randomizados. Esporádicamente se han descrito adenomas productores de 

prolactina con un origen policlonal debido a alteración en las vías regulatorias 

dopaminérgicas hipotalámicas (2).  
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Figura II.1-1. Modelo de desarrollo de las líneas celulares adenohipofisarias 

determinado temporalmente por la activación de una cascada de factores de 

transcripción. Adaptada de Melmed 2003(2). 

 

Cada línea celular adenohipofisaria puede, por tanto, dar lugar a un subtipo de 

AH, que presentará unas características específicas, bien en cuanto al síndrome de 

hipersecreción hormonal que asocien si se trata de adenomas funcionantes, o bien en 

cuanto a los hallazgos anatomopatológicos e inmunohistoquímicos.  

La clasificación actual de los AH publicada por la O.M.S. en 2004 se basa en 

criterios clínicos, histológicos e inmunohistoquímicos (tabla II.1) (3, 4). 

Abreviaturas: Shh, Sonic Hedgehog; FGF, factor de crecimiento fibroblástico; 

BMP, proteína morfogenética del hueso; SF-1, factor de “splicing”; ER, receptor 

estrogénico; GT, gonadotropa; TT, tirotropa;  LT, lactotropa; ST, somatotropa; CT, 

corticotropa. 
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Tabla II.1-1. Clasificación de la OMS de los adenomas hipofisarios.  

Tumor Factor 
Transcripción 

Hormonas (IHQ) 

Adenomas con positividad a GH 

Adenomas somatotropos 
Densamente granulados 
Pobremente granulados 
Adenomas mamosomatotropos 
Adenoma mixto GH- PRL 
Adenomas plurihormonales productores 
de GH 

Pit-1 

 

GH 
α subunidad 
 
GH, PRL, α subunidad 
GH, PRL, α subunidad, 
βTSH 

Adenomas con positividad a PRL 

Adenomas lactotropos 
Densamente granulados 
Pobremente granulados 
Adenomas acidófilos  

Pit-1, ER 

 

PRL 
PRL (patrón Golgi) 
PRL(difuso) 
PRL,GH 

Adenomas con positividad a TSH 

Adenomas tirotropos  
Pit-1, TEF, GATA-2 

 
α subunidad, βTSH 

Adenomas con positividad a ACTH 

A. corticotropos densamente granulados 
A. corticotropos Pobremente granulados 
Adenoma de células de Crooke 

Tpit 

 

ACTH 
ACTH 
ACTH 

Adenomas con positividad a 
gonadotrofinas 

Adenomas gonadotropos 

SF-1, ER, GATA-2 

 
 
α subunidad, βTSH, βFSH 

Adenomas plurihormonales 

Adenoma silente tipo 3 
Adenomas plurihormonales inusuales 

¿Múltiple? 

 
Múltiple 

Adenomas con negatividad hormonal 

Adenomas nulos 
Ninguno Ninguno 

 

La causa de estos tumores continúa siendo desconocida y es probable que 

múltiples factores iniciadores y promotores estén involucrados. Menos de un 5% de los 

AH se engloba dentro de síndromes familiares tales como MEN1, complejo de Carney, 
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adenomas hipofisarios aislados familiares (FIPA) y síndromes paraganglioma en los que 

existe mutación germinal de los genes menina, PRKAR1A, CDK�1B, AIP y succinil 

deshidrogenasa respectivamente (5). Dentro de los AH esporádicos, se han descrito 

algunas mutaciones somáticas, como la que afecta al gen G�AS1 descrita en el 30-40% 

de los adenomas somatotropos (6), pero se presupone que la patogénesis de la mayor 

parte de los AH esporádicos se debe a la activación de oncogenes. Sin embargo, no se 

ha podido demostrar la implicación de los oncogenes clásicos tales como ras, c-myc o c-

fos, por lo que existe un porcentaje muy alto de estos tumores en los que el origen está 

aún por dilucidar (7). 

Desde la descripción de PTTG en células tumorales hipofisarias en ratas GH3 en 

1972, se le ha implicado en los mecanismos moleculares subyacentes al desarrollo de 

los adenomas hipofisarios, así como en muchas otras neoplasias (8). 
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II.2. Familia PTTG 

La familia PTTG está formada por tres genes diferentes, cada unos de ellos 

localizado en distintos cromosomas: PTTG1 localizado en el cromosoma 5q35.1 (9) 

(aunque existe controversia puesto que también se le ha situado en 5q33(10)), PTTG2 

en 4p15.1 (11) y PTTG3 en 8q13.1 (12). En humanos existe una fuerte homología 

estructural (mayor del 89%) entre ellos. PTTG1 es el más abundante y está ampliamente 

distribuido en tejidos sanos como el hígado fetal, testículo, timo, y se expresa en menor 

proporción en colon, intestino delgado, cerebro (incluyendo hipófisis), placenta y 

páncreas. A partir de este momento nos refiremos a este gen como PTTG.  

Los otros dos genes de la familia se han asociado también a ciertas patologías. 

PTTG2 se ha detectado en pequeñas cantidades en cerebro, placenta, intestino delgado, 

colon, hígado, bazo, timo, próstata, testículo y ovario, y se ha comprobado su expresión 

en tumores hipofisarios, hepáticos, testiculares y ováricos (13). PTTG3 se ha 

relacionado con la maduración de los ovocitos y se ha detectado en neoplasias ováricas 

(14).  
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II.3. Función PTTG 

La proteína PTTG puede detectarse tanto en el núcleo como en el citoplasma 

celular. Su traslocación al núcleo está mediada por el PTTG-binding factor (PBF) y por 

la vía de mitogen-activated protein kinasa (MAPK) (15). Las funciones enumeradas a 

continuación las lleva a cabo en su localización nuclear, mientras que su papel en el 

citoplasma permanece sin identificar (9).  

II.3.1. Regulación del ciclo celular 

Se ha correlacionado PTTG con la regulación de la transición entre las fases G1 y S 

del ciclo celular. Para ello, forma un complejo con el factor de transcripción Sp1, 

regulando la expresión de la ciclina-D3 (16). Las ciclinas, elementos reguladores de las 

quinasas dependientes de ciclina (cdk), controlan en último lugar el ciclo celular 

mediante la fosforilación de diferentes sustratos. La presencia de las ciclinas-D es 

necesaria para la progresión de la fase G1 (17). 

II.3.2. Securina 

PTTG juega un importante papel durante la mitosis. En la metafase, los pares de 

cromátidas hermanas permanecen unidas mediante el complejo cohesina facilitando su 

orientación correcta en el huso mitótico (18). Este complejo se degrada mediante una 

separina en la transición hacia la anafase, permitiendo la disyunción de las cromátidas 

hermanas para dar lugar a células hijas diploides. PTTG se une a la separina durante la 

metafase, impidiendo la degradación del complejo cohesina y la separación precoz de 

las cromátidas hermanas (19). 

II.3.3. Transactivación. Factor de Transcripción 

Estudios en levaduras, roedores e in vitro han demostrado la capacidad de PTTG 

como factor transactivador de determinados genes. Se ha comprobado su función como 

factor de transcripción en 400 de 700 genes estudiados, implicados la mayoría de ellos 

(como c-myc y ciclina D3) en la regulación del ciclo celular, el control metabólico y de 

señales de transducción(16). Uno de los más estudiados es el factor de crecimiento 

fibroblástico (FGF-2), incrementando su acción angiogénica y promitótica (20). 

También se le ha relacionado con el aumento de expresión de la matrix 

metalloproteinase 2 (MMP2) favoreciendo la capacidad de invasión tumoral (16).  
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II.3.4. Reparación AD� 

PTTG se une a la subunidad Ku-70 que regula la actividad de la AD�-dependent 

protein kinase (ADN-PK), implicada en la reparación de las roturas de ADN. Esta unión 

se inhibe por roturas de doble cadena del ADN, con lo que esta subunidad se activa 

iniciando los mecanismos de reparación. Al mismo tiempo, debido a su acción securina, 

inhibe la separación de las cromátidas hermanas retrasando la mitosis mientras se 

produce la reparación del ADN (21).  

II.3.5. Apoptosis  

La sobreexpresión de PTTG puede inducir apoptosis dependiente o independiente de 

p53 (22). PTTG regula la expresión del oncogén c-myc, que a su vez interactúa con el 

promotor de p53 potenciando su transcripción (16). Sin embargo, estudios en cultivos 

celulares utilizando short interfering R�A (siRNA), cuya función es disminuir la 

expresión de PTTG, o mediante la transfección de PTTG con lo que se induce su 

sobreexpresión, muestran una relación inversa entre la expresión de PTTG y p53 (13). 

Por otra parte, en determinados tipos celulares se ha evidenciado que PTTG se une a 

p53 con lo que inhibe su unión al ADN y con ello la transactivación y apoptosis 

mediada por p53. Por todo esto, la relación entre estos dos genes parece ser contexto- 

dependiente (23).  

En cuanto a la apoptosis independiente de p53, los mecanismos involucrados no 

están aclarados, aunque se ha comprobado que PTTG estimula directamente a Bax, el 

cual promueve la apoptosis por la vía mitocondrial. (22, 24). 

II.3.6. Senescencia 

Las células pueden responder a situaciones de estrés en el ADN entrando en 

apoptosis o mediante el “arrestro proliferativo” (también llamado senescencia celular). 

Como se ha descrito anteriormente, PTTG puede promover la transcripción de p53 

estimulando a su vez la expresión de p21 en situaciones de estrés celular. p21 es un 

inhibidor de kinasas dependiente de ciclina que inhibe la formación de los complejos 

ciclina-CDK2 ó CDK4. Además, regula la progresión de la fase G1 activando la 

senescencia en células inestables o aneuploides, la replicación del ADN, así como la 

entrada de las células en apoptosis. Por estos mecanismos, controla el crecimiento 

tumoral e impide la transformación maligna en determinados tejidos como la hipófisis 

(25).  
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II.4. Regulación de PTTG 

Estudios in vitro y en roedores han demostrado la importancia de determinadas 

sustancias en la regulación de la expresión de PTTG, modulando su función o 

favoreciendo su degradación.  

II.4.1. Regulación de la expresión de PTTG mediante hormonas y 

factores de crecimiento  

 Los estrógenos fueron el primer regulador descrito de PTTG. Aumentan la 

expresión de ARNm del mismo, aunque esta regulación parece ser específica de 

determinados tipos celulares (principalmente hipofisarios y tiroideos). Se han descrito 

dos regiones de unión del receptor de estrógenos en el promotor de PTTG, aunque 

todavía no se ha confirmado que se trate de lugares de unión funcionales (26-28). Otro 

mecanismo de regulación de los estrógenos podria estar mediado por la TSH (hormona 

estimulante del tiroides), puesto que se ha comprobado que los estrógenos pueden 

aumentar las concentraciones séricas de esta hormona, la cual es capaz de inducir la 

expresión de PTTG en células tiroideas (29). 

La expresión de PTTG también se ha correlacionado con la insulina y el IGF1 

(Insulin-like growth factor) en líneas celulares de cáncer de mama y astrocitomas. Se 

han identificado dos secuencias en el promotor de PTTG que responden a la insulina y 

al IGF1, explicando así una de las posibles vías de regulación (9, 30-32).  

Estudios en diferentes cultivos celulares (astrocitomas y células adenohipofisarias) 

han demostrado expresión de PTTG mediada por los ligandos del EGFR (epidermal 

growth factor receptor), por el propio EGF y por TGF-α (transforming growth factor 

receptor-α). La expresión de PTTG mediada por EGFR ha sido estudiada en células 

foliculoestrelladas de ratón TtT-CF. Se ha comprobado que la activación de este 

receptor da lugar a un aumento en la expresión de ARNm de PTTG mediante las 

cascadas PI3K- proteín cinasa C y MAPK, con un pico de expresión en la transición 

entre las fases S-G2, indicando que la expresión de este gen es altamente dependiente de 

la fase del ciclo celular. Otro dato a favor de esta dependencia, es que al bloquear el 

ciclo en fase S no se produce el aumento en la expresión de PTTG (33). 
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II.4.2. Regulación de la expresión de PTTG mediante factores de 

transcripción 

El factor de transcripción SP1 es importante para la transcripción en situación basal 

de PTTG. Se han descrito mutaciones alredor del lugar de unión de SP1 que reducen la 

actividad del promotor de PTTG en torno al 70%, mientras que la sobreexpresión de 

este factor de transcripción estimula la actividad del promotor (34).  

NF-Y se ha implicado en la regulación de la expresión de PTTG mediada por p53. 

Se ha comprobado que mutaciones en la región de unión de NF-Y en el promotor PTTG 

ocasionan una reducción del 25% de la actividad de éste (34). p53 interactúa con NF-Y 

impidiendo su unión al promotor, dando lugar, por tanto, a una reducción en la 

expresión de PTTG (35).  

Otra vía de regulación parece ser la del factor de transcripción E2F1, ya que se ha 

descrito la co-sobreexpresión de ambos genes. Además se ha comprobado mediante 

inmunoprecipitación que E2F1 se une al promotor de hPTTG1 (36). E2F es una familia 

de factores de transcripción que controla la expresión de genes importantes para la 

progresión del ciclo celular, apoptosis, diferenciación celular y reparación de ADN. Se 

ha comprobado su implicación en numerosos cánceres humanos (renal, 

hepatocarcinoma, glioma, entre otros) debido a la desregulación de su actividad 

transcripcional como resultado de alteraciones en la vía p16 (INK4a)-cyclinaD1-Rb. Su 

función como oncogen o gen supresor tumoral depende del contexto tumoral (37, 38), 

estando influenciada por algunos microRNAs (miRNAs) (37, 39-43). 

II.4.3.  Regulación de la expresión de PTTG mediante otro tipo de 

factores 

La vía de la beta catenina/T cell factor (TCF) se ha implicado en la regulación de la 

expresión de PTTG en carcinomas escamosos del esófago (44), así como en la 

tumorogénesis hipofisaria y carcinomas de colon (45). El promotor de PTTG contiene 

una secuencia de unión a TCF-4 que puede ser activada tanto por beta-catenina como 

por gamma-catenina (46). 
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Otros factores relacionados son el calcio, factor de crecimiento hepatocitario, 

ciclosporina A y los corticoides (13, 47). 

II.4.4. Cambios epigenéticos 

II.4.4.1 MicroR�As 

 Los microRNAs (miRNAs) son fragmentos pequeños de unos 21-22 nucleótidos 

de ARNm que no codifican proteínas. Tienen la capacidad de regular la expresión 

génica a nivel post-transcripcional mediante la fragmentación del ARNm o bien 

mediante la inhibición de la síntesis protéica lo que les confiere funcionalidad como 

genes supresores de tumores, cuando su objetivo es un oncogen, o por el contrario como 

oncogenes al actuar sobre genes supresores de tumores (48).  

 

 No existen datos en la literatura a cerca de la regulación de PTTG por miRNAs. 

Sin embargo, si que se han descrito ciertos cluster capaces de regular genes que a su vez 

están implicados en la expresión de PTTG, tales como c-myc o E2F1 (39).  

II.4.4.2 Acetilación de histonas 

 En cultivos celulares se ha comprobado que la acetiltransferasa de histonas 

(HAT) p300 es capaz de regular al alza la expresión de PTTG tanto a nivel de ARNm 

como de proteínas. Mediante inmunoprecipitación de cromatina se ha  demostrado que 

la sobreexpresión de HATp300 se asocia a un incremento en la acetilación de las 

histonas H3 del promotor de PTTG (49).  

II.4.4.3 Otros cambios epigenéticos 

 Estudios de epigenética empleando líneas celulares de cáncer de próstata no han 

hallado relación entre el estado de metilación o la pérdida de heterogozisidad y la 

expresión de PTTG (50).  

II.4.5. Fosforilación protéica  

La fosforilación de la proteína PTTG facilita su traslocación al núcleo (51), lo que 

depende de la fase del ciclo celular en que se encuentre (21, 52). Ésta parece ser 

importante para la función como factor de transcripción de PTTG (52). En ella 

interviene la quinasa dependiente de ciclina 2 (cdk2), especialmente en la fase S, que 

puede activarse por tres vías diferentes: Phosphoinositol-3-kinasa (PI3K), MAPK o la 
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subunidad Ku70 de la ADN-PK (53). La pérdida de fosforilación da lugar a un 

incremento en la transformación y la proliferación celular, mientras que el aumento en 

la fosforilación tiene el efecto contrario (20).  

II.4.6. Degradación  

PTTG se degrada rápidamente al final de la metafase gracias a la ubiquitina del 

complejo promotor de la anafase para asegurar la separación de las cromátidas 

hermanas (19).  
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II.5. Papel de PTTG en la tumorogenesis 

La sobreexpresión de PTTG se ha comprobado en múltiples neoplasias, incluyendo 

tumores hipofisarios, carcinoma de pulmón, mama, endometrio, esófago, colon, recto, 

tiroides, ovario, testículo, gliomas, etc (13, 47).   

II.5.1. Proliferación celular 

El efecto de PTTG en la proliferación celular no está aclarado. Como proteína 

oncogénica sería esperable un aumento de la actividad proliferativa, pero como securina 

debería inhibir dicha proliferación. Ambos posibles efectos han sido demostrados tanto 

en estudios clínicos como in vitro (26, 54, 55). Incluso se ha comprobado cómo la 

sobreexpresión relativamente baja (1.7 veces) estimula la proliferación celular, mientras 

que una sobreexpresión alta (6 veces) inhibe el recambio celular (56).  

Parte del efecto sobre la proliferación celular está mediado por la activación del 

proto-oncogen c-myc (24, 57). Este oncogen regula la entrada de la célula en la fase S 

del ciclo celular mediante la activación directa de diferentes microRNAs (miRNAs) que 

regulan la expresión, entre otros, del factor de transcripción E2F1 (39, 40).  

II.5.2. Aneuploidía (e inestabilidad genética) 

Se ha demostrado tanto in vivo como in vitro la asociación entre la sobreexpresión de 

PTTG y el aumento de aneuploidía e inestabilidad genética en diversos tumores y líneas 

celulares (55, 58). Su acumulación (debido a sobreexpresión o fallo en su degradación) 

inhibe la progresión de las mitosis y la segregación cromosómica, dando lugar a 

aneuploidía con implicación significativa en el potencial oncogénico.  

II.5.3. Invasión y angiogénesis 

La sobreexpresión de PTTG parece actuar de forma autocrina/paracrina 

incrementando la expresión de ciertos factores de crecimiento que favorecen la 

angiogénesis, como FGF-2 o VEGF (vascular endotelial growth factor) (47). Estudios 

in vivo e in vitro han correlacionado la sobreexpresión de PTTG con la 

neovascularización, expresión de FGF-2 y de VEGF-A (55, 59, 60). 
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II.6. Papel de PTTG en los adenomas hipofisarios 

 Los estudios llevados a cabo sobre AH son heterogéneos en cuanto a número de 

pacientes, tipo de adenomas estudiados, variables clínicas y técnicas de determinación 

de PTTG, tal y como se muestra en la tabla II.6-1. 

Tabla II.6-1. Características de la mayoría de estudios publicados sobre 

expresión de PTTG en adenomas hipofisarios. 

Autor Muestra Método de 
derminación de PTTG 

Resultados 

Zhang 1999 (59) 54 AH  
Hipófisis normales 

RT-PCR Mayor expresión de PTTG 
que en tejido normal en: 
23/30 NF, 9/10 LT, 13/13 
ST, 1/1 CT.  
Mayor expresión en 
adenomas funcionantes 
con invasión del seno 
esfenoidal 

Hunter 2003 (61) 40 AH RT-PCR ST mayor expresión que 
NF (OR 2.3). No 
correlación con el 
volumen tumoral. 

Mc Cabe 2003 (62) 121 AH: 92 NF, 16 ST, 
5 PRL, 5 CT, 5 TT.  
10 hipófisis normales 

qPCR 
Western Blot 
 

Expresión de PTTG 5 
veces mayor en AH que 
en hipófisis normales.  
No correlación con 
variables radiológicas ni 
recurrencia. 

Filippella 2006 (63) 45 AH: 18 NF, 8 ST, 14 
PRL, 6 CT.  
Hipófisis normales. 

qPCR 
 

Mayor expresión en AH 
que en tejido normal 
(+89%).  
No correlación con 
variables radiológicas. 
Mayor expresión en 
tumores recurrentes.  

Wierinckx 2007 
(64) 

25 PRL 
Muestras de PRL de  
roedor . 

Inmunohistoquímica No asociación con el 
curso clínico.  

Minematsu 2006 
(65) 

51 AH: 29 ST, 12 PRL, 
6 CT, 3 TT, 34 GT, 16 
Nulo. 

qPCR Mayor expresión en AH 
que en tejido normal. 

Tena-Suck 2008 

(66) 
45 AH: 24 
funcionantes, 21 NF 

Inmunohistoquímica NF  mayor expresión que  
funcionantes. 

Noh 2009 (67) 35 NF: 26 recurrentes 
y 9 sin recurrencia 

Inmunohistoquímica  Asociación con 
recurrencia temprana, no 
con tardía. 

Raverot 2010 (68) 94 PRL qPCR Asociación con 
recurrencia o progresión.  
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No relación con invasión. 

Salehi 2010 (69) 89 AH Inmunohistoquímica ST mayor expresión que 
resto de subtipos. 

Jia 2013 (70) 70 AH: 32 NF, 6 PRL, 
10 ST, 14 GT, 3 CT, 1 
TT, 4 Mixtos 

qPCR Mayor expresión PTTG en 
invasivos y CT. 
No relación con 
reintervención. 

AH, adenomas hipofisarios; NF, adenomas hipofisariso no funcionante; GT, gonadotropos; ST, 
somatotropos; CT, corticotropos;  PRL, prolactinomas; TT, tirotropos. PCR, reacción en cadena de 
la polimerasa 

  

II.6.1. Características clínicas 

 Ningún autor encontró relación entre la sobreexpresión de PTTG y 

características tales como edad, sexo o síntomas clínicos al diagnóstico (25, 61, 62).  

II.6.2.  Subtipo de adenoma 

 Todos los trabajos referían mayor expresión de PTTG en los adenomas 

hipofisarios comparados con hipófisis normal. En tres estudios encontraron mayor 

grado de expresión en los funcionantes con respecto a los no funcionantes (25, 59, 61). 

Se ha objetivado un mayor grado de sobreexpresión en los adenomas somatotropos (25, 

59, 65, 69). Filippella (63) por el contrario, describió mayor expresión de PTTG en 

adenomas nulos seguidos de gonadotropos, mientras que Jia (70) por el contrario 

encontró una mayor expresión de este gen en los adenomas corticotropos. Sin embargo, 

Minematsu (65)  y McCabe (62) no encontraron diferencias de expresión en los 

adenomas tirotropos comparados con las hipófisis normales, proponiendo que estos 

tumores presentan una fisiopatología diferente.  

 Incluyendo parte de los estudios referidos en la tabla II.6-1, se han publicado 

recientemente dos metaanálisis que valoraban la expresión de PTTG según la 

funcionalidad del AH sin encontrar diferencias significativas (71, 72). 

II.6.3. Secreción hormonal 

 Hunter y colaboradores (61) analizaron la secreción hormonal in vitro y el grado 

de sobreexpresión de PTTG, encontrando una correlación positiva estadísticamente 

significativa con la secreción de GH. Esto va a favor de los datos obtenidos previamente 

en cultivos celulares de células lactosomatotropas, donde la sobreexpresión de PTTG 

aumentaba la secreción y expresión de ARNm de GH y disminuía la de PRL (73). 
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II.6.4.  Tamaño tumoral y la capacidad de invasión 

 Para Zhang y colaboradores (59) hubo una correlación positiva entre la invasión 

del seno esfenoidal en los adenomas funcionantes y la sobreexpresión de PTTG, lo que 

supondría un comportamiento más agresivo. Jia (70) describe una mayor expresión de 

PTTG en los adenomas invasivos que en los no invasivos, aunque no encuentra 

diferencias en cuanto al volumen tumoral. Sin embargo otros autores no encontraron 

diferencias en cuanto al tamaño o invasividad tumoral y la expresión de este gen (61, 

62, 64, 68).  

 Por otra parte, los metaanálisis anteriormente referidos (71, 72) valoraron 

también la relación con la invasión de estructuras adyacentes, encontrando que la mayor 

expresión de PTTG se asociaba a tumores invasivos. En esta caso sólo incluyeron 

estudios realizados con población asiática y con determinación inmunohistoquímica 

(IHQ) de la proteína.  

II.6.5. Proliferación celular. 

 Filippella (63) demostró correlación entre los niveles de PTTG y la proliferación 

celular (medido con Ki67), lo que se asoció a un peor pronóstico. Por el contrario, 

Minematsu (65) encontró correlación sólo en las hipófisis normales. Wierinckx (64) 

describió un subtipo de adenoma al que denominó “atípico”, en el que existía 

sobreexpresión de PTTG nuclear junto con aumento de Ki67 y p53.  

II.6.6. Angiogénesis 

 Los resultados de McCabe (62) mostraron una asociación entre PTTG y VEGF 

(y su receptor KDR), también descrita por Minematsu (65) en adenomas somatotropos 

en relación con el número de vasos (estudiados mediante inmunohistoquímica con 

CD34). Sin embargo, Hunter (61) no encontró correlación.  

II.6.7. Pronóstico.  

Filippella (63) estudió a 27 pacientes con seguimiento mayor de un año (máximo de 

72 meses) y encontró que los adenomas con mayor sobreexpresión de PTTG y niveles 

altos de Ki67 presentaban un menor tiempo de recidiva. Estableció como nivel de corte 

para distinguir grupos de riesgo PTTG y Ki67 de 3.3% (sensibilidad 60%, especificidad 

76%), aunque el mejor marcador pronóstico fue la presencia de Ki67 >2.9%. Por otra 
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parte, Wierinckx (64) estudió 25 pacientes con prolactinomas con seguimiento superior 

a un año (media de 93 meses), dividendo los adenomas en tres subtipos en función de su 

agresividad. Describió el “adenoma atípico” caracterizado por presentar mayor 

porcentaje de recidivas (siendo éstas más precoces), correlacionadas con la 

sobreexpresión de PTTG nuclear, mayor índice de Ki67 y sobreexpresión de p53. Sin 

embargo, no encontró diferencias en la expresión de PTTG entre los tumores 

recurrentes y los no recurrentes. Otro estudio sobre una muestra de prolactinomas 

también mostró asociación entre la expresión este gen y la recurrencia tumoral (68). Sin 

embargo, Jia (70) no encontró diferencia en los niveles de expresión de PTTG en cuanto 

a la tasa de recidiva tumoral (definida como reintervención quirúrgica). 

II.6.8. Respuesta a tratamiento médico 

Los estudios en adenomas lactotropos no demostraron asociación entre PTTG y la 

resistencia al tratamiento con agonistas dopaminérgicos (AD) (74, 75). Dentro de los 

adenomas somatotropos, Salehi encontró una menor tinción de PTTG en los tumores 

previamente tratados con análogos de somatostatina (SSA) (69).  
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Aunque la participación de PTTG en la tumorogenesis y comportamiento de 

diferentes tumores ha sido bastante estudiada, su función y regulación en los adenomas 

hipofisarios (AH) está por evaluar.  

De este modo, la discordancia en los estudios realizados hasta el momento sobre el 

papel de PTTG en los AH podría estar justificada por una regulación diferente en la 

expresión de esta proteína según el subtipo de AH. 
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IV.1. Hipótesis 

 

En los diferentes subtipos de adenoma hipofisario (AH) la alteración del equilibrio 

en la vía c-myc/ E2F/ PTTG modificará la función de PTTG de securina a factor de 

transcripción, condicionando un comportamiento más agresivo de estos tumores. 

Esta premisa previa estará condicionada por la influencia del patrón de expresión de 

diferentes microRNAs según el subtipo de AH.  
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IV.2. Objetivos 

IV.2.1.  Objetivo principal 

- Cuantificar la expresión génica de PTTG y evaluar su regulación por la vía c-

myc/E2F en los diferentes subtipos de AH. 

- Examinar la diferente regulación de la vía c-myc/ E2F/ PTTG por microRNAs 

según el subtipo de AH. 

IV.2.2. Objetivos secundarios 

- Valorar la expresión génica de PTTG en los diferentes subtipos de AH. 

- Cuantificar la expresión de ARNm de PTTG según el tamaño y la extensión 

tumoral. 

- Cuantificar la expresión de ARNm de PTTG según la recurrencia tumoral. 

- Cuantificar la expresión de ARNm de PTTG según la agresividad tumoral. 

- Valorar la expresión génica de E2F1 y c-myc en los diferentes subtipos de AH. 

- Cuantificar la expresión de ARNm de E2F1 y c-myc según el tamaño y la 

extensión tumoral. 

- Cuantificar la expresión de ARNm de E2F1 y c-myc según la agresividad 

tumoral. 

- Establecer la relación entre la expresión génica de PTTG y E2F/ c-myc en los 

AH. 

- Valorar el efecto del tratamiento médico previo en la expresión génica de PTTG, 

E2F1 y c-myc. 

- Cuantificar la expresión de microRNAs miR-16-1, miR-15a, miR-20a, miR-17-

5p y Let-7a en los diferentes subtipos de AH. 

- Cuantificar la expresión de dichos miRNAs según el tamaño y la extensión 

tumoral. 

- Cuantificar la expresión de dichos miRNAs según la agresividad tumoral. 

- Valorar el efecto del tratamiento médico previo en la expresión de dichos 

miRNAs. 
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- Establecer la relación entre la expresión génica de PTTG y los microRNAs en 

los diferentes subtipos de AH. 

- Establecer la relación entre la expresión génica de E2F1/c-myc y los 

microRNAs en los diferentes subtipos de AH. 
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V. MATERIAL Y MÉTODOS  
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V.1. Muestra y diseño del estudio 

V.1.1. Ámbito del estudio 

Este estudio se ha llevado a cabo en la Unidad de Patología Hipofisaria del Hospital 

General Universitario de Alicante (HGUA) y dentro del entorno del Registro Español 

Molecular de Adenomas Hipofisarios (REMAH) de la Sociedad Española de 

Endocrinología y Nutrición (SEEN).   

El proyecto REMAH consiste en una inciativa multidisciplinar básico-clínica con 

intención traslacional desarrollada por la SEEN desde 2010, cuyo objetivo es 

incrementar el conocimiento sobre la expresión génica en tumores hipofisarios y aportar 

información molecular sobre éstos que ayude al clínico en el tratamiento del paciente. 

Consta de un registro común de características clínicas, bioquímicas, patológicas y 

moleculares (www.remahnacional.com) y seis nodos de investigación básica, uno de los 

cuales está establecido en nuestro centro.  

V.1.2. Diseño del estudio 

El diseño elegido para la realización de este trabajo ha sido un estudio descriptivo y 

analítico retrospectivo de las muestras de adenoma hipofisario almacenadas en el 

Biobanco del HGUA.   

En una primera fase, se realizó un estudio retrospectivo longitudinal sobre muestras 

de AH en parafina para valorar la expresión génica de PTTG en los AH y su asociación 

con el crecimiento de restos tumorales a largo plazo.  

En una segunda fase, se ha realizado un estudio trasversal con recogida de muestras 

congeladas de  forma prospectiva  para valorar las posibles diferencias en la expresión y 

regulación de PTTG según el subtipo de AH. Para ello se ha llevado a cabo una 

selección de muestras según el subtipo de AH. 

Ambas fases del estudio fueron aprobados por el Comité Ético del Hospital General 

Universitario de Alicante y se han obtenido consentimientos informados de los 

pacientes. 
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V.1.2.1.  Población a estudio 

V.1.2.1.1. Criterios de inclusión 

- Fase I: Estudio con muestras en parafina:  

o Tejido tumoral hipofisario conservado en parafina de pacientes intervenidos en 

el HGUA durante los años 1995-2008.  

o Seguimiento mínimo tras la cirugía de tres meses.  

- Fase II: Estudio con muestras congeladas:  

o Tejido tumoral hipofisario recogidos en el nodo de Alicante del proyecto 

REMAH entre 2010 y 2013, preservados en RNA-later durante las 24-48h 

siguientes a la intervención a 4ºC y posteriormente congelados a -20ºC.  

o Hipófisis normales procedentes de autopsias realizadas en HGUA entre 2010 y 

2012, preservadas en RNA-later durante las 24-48h siguientes a la extracción a 

4ºC y posteriormente congeladas a -20ºC. 

- Firma del consentimiento informado o autorización de la exención del mismo al 

CEIC del HGUA en el caso de las autopsias o pacientes fallecidos.  

- Disponibilidad de suficiente información clínica, radiológica y patológica.  

V.1.2.1.2. Criterios de exclusión 

- Casos con escasa cantidad de tejido tumoral no apto para la realización de los 

estudios anatomopatológicos y moleculares. 

- Problemas de calidad del ARN.  

- No aceptación del paciente de inclusión en el estudio. 

V.1.2.1.3. Muestra:  
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- Estudio retrospectivo con muestras en parafina: 46 casos. 

- Estudio transversal con muestras congeladas: 60 casos de adenomas 

hipofisarios y nueve hipófisis normales.   

V.1.2.1.4. Tipo de muestreo: secuencial. 

 

V.2. Descripción del estudio 

V.2.1. Fases del estudio 

V.2.1.1. Primera fase 

El estudio se ha realizado en dos fases, la primera fase fue un estudio retrospectivo, 

en el que se han analizado las principales características clínicas de los AH intervenidos 

en nuestro centro entre 1995 y 2008, con un seguimiento post- quirúrgico mínimo de 

tres meses. Para ello se realizó un análisis de la base de datos de la Unidad de Patología 

Hipofisaria (ver apartado V.2.4). De éstos se valoró la calidad de ARN de la muestra 

conservada en parafina y se seleccionaron aquellos casos con suficiente material para 

llevar a cabo los experimentos oportunos. En esta primera fase se valoró la expresión de 

PTTG y su relación con el tamaño y la capacidad de crecimiento del tumor.  

V.2.1.2. Segunda fase 

La segunda fase ha consistido en un estudio trasversal cuyo objetivo ha sido evaluar 

la posible variación en la expresión de PTTG en función de su diferente regulación 

según el subtipo de AH. Para ello se han seleccionado 60 muestras recogidas de los 

subtipos más frecuentes de AH de la colección de adenomas hipofisarios del Biobanco 

de HGUA.  

V.2.2. Variables explicativas 

V.2.2.1. Variables clínicas 

1. Síndrome por hipersecreción hormonal. Se recogió la clínica que presentaba el 

paciente: acromegalia, síndrome de Cushing, hipertiroidismo, síndrome de galactorrea-

amenorrea. 
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2. Déficits hormonales al diagnóstico.  Se refiere al déficit en la función corticotropa, 

somatotropa, tirotropa o gonadotropa previa a la intervención quirúrgica. Asímismo se 

contempla la existencia de diabetes insípida.   

3. Tratamiento médico prequirúrgico. Se consideró exclusivamente el tratamiento con agonistas 

dopaminérgicos (cabergolina o bromocriptina, AD), análogos de la somatostatina (octreótide o 

lanreótide, SSA), pegvisomant o ketokonazol.  

4. Tipo de intervención quirúrgica: transesfenoidal o transcraneal. Además se diferenció 

entre si era la primera exéresis del tumor o se trataba de una reintervención. 

5. Déficits hormonales postquirúrgicos. Se recogió la alteración en la función 

corticotropa, somatotropa, tirotropa o gonadotropa o la aparición de diabetes insípida 

posterior a la intervención quirúrgica. 

6. Persistencia de enfermedad bioquímica o radiológica tras la intervención. En el 

estudio con muestras en parafina se valoró la persistencia de enfermedad como el 

mantenimiento de concentraciones hormales elevadas en los casos de AH funcionantes 

o la presencia de restos tumorales en la resonancia magnética nuclear (RMN) de control 

a los 3 meses de la intervención quirúrgica, tanto en los tumores funcionantes como en 

los adenomas no funciontantes. 

7. Tratamiento médico aplicado post-quirúrgico. En el estudio con muestras en parafina 

se  recogió la prescripción de AD, SSA, pegvisomant o ketokonazol. 

8. �ecesidad de reintervención y respuesta a la misma. En el estudio con muestras en 

parafina se recogió si durante el seguimiento el tumor fue reintervenido y el motivo de 

la reintervención (persistencia de enfermedad o crecimiento de restos tumorales). 

9. Radioterapia post-quirúrgica. En el estudio con muestras en parafina se valoró la 

necesidad de tratamiento con radioterapia, el motivo (persistencia de enfermedad o 

crecimiento de restos tumorales), el tipo de radioterapia (estereotáxica o convencional) 

y la respuesta a la misma.  

V.2.2.2. Variables radiológicas 

1. RM� preoperatoria. En ambas fases del estudio se recogieron las características de la 

RMN preoperatoria recuperadas de las bases de datos. 
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1.1. Tamaño tumoral, como diámetro mayor de los diámetros anteroposterior, 

craneocaudal y transversal medidos en milímetros. 

1.2. Extensión tumoral, según la clasificación de Hardy: I-II: intraselar; III: 

 extraselar; IV: invasivo. 

2.  RM� a los 3-6 meses de la intervención quirúrgica. En el estudio con muestras en 

parafina se valoró esta prueba para definir: 

2.1. Persistencia de restos tumorales. Si se objetivó que la exéresis tumoral fue 

incompleta. 

2.2. Tamaño tumoral, como el diámetro mayor de los diámetros anteroposterior, 

craneocaudal y transversal medidos en milímetros. 

3. Crecimiento de restos tumorales. Dentro del estudio con muestras en parafina se 

revisaron todas las RMN realizadas durante el seguimiento de aquellos pacientes que no 

recibieron ningún tratamiento tras la intervención quirúrgica. Se definió crecimiento 

significativo como el aumento superior al 20% en cualquiera de los diámetros del resto 

tumoral durante el seguimiento.  

V.2.2.3. Variables patológicas 

1.  Subtipo hormonal de adenoma según la clasificación de la O.M.S. 2004. Se recogió 

la clasificación del AH de las bases de datos de la Unidad de Patología Hipofisaria del 

HGUA y del REMAH en cada una de las fases respectivamente.  

2. Actividad proliferativa del AH mediante Ki67%. Se recogió de las bases de datos de 

la Unidad de Patología Hipofisaria del HGUA y del REMAH en cada una de las fases 

respectivamente. 

V.2.2.4. Variables moleculares 

1.  Cuantificación de AR�m mediante qPCR. Se cuantificó la expresión génica de 

PTTG en ambas fases del estudio. Además en la segunda fase con muestras congeladas 

se cuantificó el ARNm de E2F1, c-myc, Ki67 y pri-miR-17-92. 

2. Cuantificación de microR�As mediante qPCR. En las muestras congeladas se 

cuantificó la expresión de miR-17-5p, miR-20a, miR16-1, miR-15a y Let-7. 
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V.2.3. Variables resultado 

V.2.3.1. Primera fase. Estudio en muestras conservadas en parafina. 

1.  Extensión tumoral. Se comparó la expresión de PTTG entre los adenomas 

intraselares (grados I-II de Hardy) y los adenomas extraselares (grados III-IV). 

2. Invasividad tumoral. Se comparó la expresión de PTTG de los adenomas no 

invasivos (grados I-III de Hardy) frente a los adenomas que invadían estructuras 

adyacentes (grados IV). 

3. Agresividad tumoral. Se evaluó la expresión de PTTG según el grado de agresividad 

tumoral, definido como: 1) agresividad alta,  si la tinción de Ki-67 era superior o igual a 

3% y el tumor era invasivo; 2) agresividad media, si Ki-67 era superior o igual 3% o el 

tumor invadía estructuras adyacentes; 3) agresividad baja, en el caso de que Ki-67 fuese 

inferior a 3% y el tumor no fuese invasivo. 

4. Crecimiento de restos tumorales.  Se comparó la expresión de PTTG de los 

adenomas sin tratamiento médico o radioterápico tras la intervención quirúrgica que 

presentaron un incremento mayor del 20% en cualquiera de los diámetros del resto 

tumoral durante el seguimiento frente a aquellos que no experimentaron crecimiento. 

V.2.3.2. Segunda fase. Estudio en muestras congeladas. 

1.  Extensión tumoral. Se comparó la expresión de PTTG, E2F1, c-myc y los 

microRNAs estudiados entre los adenomas intraselares (grados I-II de Hardy) y los 

adenomas extraselares (grados III-IV). 

2. Invasividad tumoral. Se comparó la expresión de PTTG, E2F1, c-myc y los 

microRNAs estudiados de los adenomas no invasivos (grados I-III de Hardy) frente a 

los adenomas que invadían estructuras adyacentes (grados IV). 

3. Agresividad tumoral.  Se estudió la expresión de PTTG, E2F1, c-myc y los 

microRNAs estudiados en función del grado de agresividad. Ésta se clasificó en 3 

grados: 1) agresividad alta,  si la expresión de Ki-67 era superior o igual a 2.59 FC y el 

tumor era invasivo; 2) agresividad media, si Ki-67 era superior o igual a 2.59 FC o el 

tumor invadía estructuras adyacentes; 3) agresividad baja, en el caso de que la expresión 

de Ki-67 fuese inferior a 2.59 FC y el tumor no fuese invasivo. 
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V.2.4. Recogida de las variables 

V.2.4.1. Variables clínicas, radiológicas y patológicas 

Las variables especificadas se recogieron de las bases de datos de la Unidad de 

Patología Hipofisaria del HGUA y de proyecto REMAH. En los casos con pérdida de 

información, se revisó la historia clínica del paciente. 

V.2.4.2. Variables moleculares 

 V.2.4.2.1. Primera fase: Estudio en muestras en parafina. 

1. Extracción ARN:  

 Se usaron dos cilindros de 0,6 mm de espesor de áreas de tumor 

preseleccionadas conservadas en parafina para realizar la extracción y aislamiento de 

ARN total mediante RNAeasy FFPE Kit (QIAgen) según el potrocolo y trabajando bajo 

las condiciones recomendadas por el fabricante. Se comprobó la calidad y cantidad de 

ARN extraído mediante NanoDrop. 

2. Análisis de patrones de expresión génica:  

 Se realizó la transcripción inversa de 2 g de ARN en volúmenes de reacción de 

20 µl con cebadores hexámeros aleatorios, con High Capacity cADN Reverse 

Transcription Kit (Applied Biosystems®) y almacenados a -20°C hasta su uso. 

 Para seleccionar los genes control, se analizó la expresión de 32 genes 

housekeeping en tres pool consistentes en 10 muestras mezcladas en una placa 

endógeno comercial basada en tecnologías de ensayo TaqMan (Applied Biosystems). 

Los resultados al ser analizados con el software GeNorm, muestran que los genes más 

estables fueron GAPDH y YWHAZ. 

 La técnica de elección para la cuantificación de los niveles de expresión fue la 

PCR cuantitativa. Este procedimiento se basa en la amplificación exponencial del 

cADN de interés en presencia de sondas fluorescentes específicas que se unen al 

fragmento a amplificar. La cuantificación de la fluorescencia generada al degradarse la 
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sonda por la actividad exonucleasa de la polimerasa, permite una cuantificación relativa 

de la cantidad inicial de copias del cADN en cuestión. 

 Para analizar la expresión génica de PTTG, seleccionamos el ensayo TaqMan 

específico que cumplía los requisitos para nuestro tipo de muestra. Realizamos curvas 

estándar que se utilizaron para comprobar que la eficiencia de la amplificación de los 

genes housekeeping seleccionados y los genes diana fueron similares (con una 

diferencia menor del 10%). Se diseñaron cebadores específicos para amplificar los 

fragmentos ADNc detectados por cada ensayo TaqMan con Primer-BLAST. Los 

cebadores elegidos fueron valorados mediante la herramienta de búsqueda BLAST, que 

busca encontrar alguna similitud en secuencia. Como patrón se utilizó ARN total de 

cerebro comercial (Ambion®) y se transcribió junto a las muestras de adenoma.  

 La amplificación por PCR se realizó en un volumen de reacción de 25 µl que 

contenía 2,5 mM MgCl2, 0,5 µM de cada cebador, 1 unidad de KAPA2G Robust 

HotStar Taq polymerase (KAPABiosystems®) y 25 ng de ADNc. Las reacciones de 

PCR se amplificaron durante 35 ciclos con una temperatura de hibridación de 55ºC. Los 

fragmentos amplificados se purificaron mediante el kit de purificación Qiaquick 

(Qiagen). Se confirmó la especificidad de los cebadores y se obtuvo la concentración de 

los fragmentos amplificados utilizando el 2100 Bioanalyzer (Agilent®). 

 Las diluciones se hicieron para los estándares tales como 109, 1.010, 1.011, 

1.012, 1.013 y 1.014 copias de ARNm, calculados a partir de la ng total del producto de 

PCR (de acuerdo con la fórmula MW = [número de nucleótidos * 607,4] + 157,9). Se 

realizó RT-PCR de diluciones seriadas por triplicado en 12,5 µl de volúmenes de 

reacción que contenía 6.25 µL de TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied 

Biosystems®), 0.625 µL de TaqMan Gene Expression Assay, y 2.5 µL de template en 

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Fueron analizadas utilizando el 

software SDS (Applied Biosystems®). 

 Los valores de R2 para todas las curvas estándar generadas fueron superiores a 

0,99 y todas las eficiencias de los ensayos TaqMan fueron superiores a 90%. Hicimos 

un control RT-negativo mediante el uso de ADN humano total (Roche) para asegurar 

que el ensayo TaqMan no detectase la amplificación de ADN genómico. 
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 El análisis de las muestras se realizó de acuerdo con el mismo protocolo. Se 

incluyeron dos diluciones de las curvas de calibración y control negativo (NTC) en 

todas las placas de qPCR para garantizar que se mantuviesen las eficiencias y que 

estaban libres de contaminación. Todos los análisis se realizaron por duplicado. Los 

resultados de cada placa sólo se validaron cuando el NTC era indetectable y la dCt 

mantuviese una desviación estándar por debajo de 0,33 entre duplicados y entre ambas 

diluciones de las curvas de calibración y sus resultados iniciales. 

 Dado que ambos genes housekeeping estaban altamente correlacionados 

(coeficiente de correlación Spearman: r = 0,82; p <0,000), todos los resultados se 

normalizaron con YWHAZ. Se utilizaron curvas estándar para estimar el número de 

copias normalizado (Cnn) de PTTG, IGF1R, VEGF y KDR. 

 V.2.4.2.2. Segunda fase: Estudio en muestras congeladas. 

1. Extracción ARN y microRNA:  

 Se extrajo el ARN total a partir de fragmentos de tejido tratados con RNA-later 

y almacenados a -20ºC, obtenidos de las zonas representativas del tumor revisadas por 

un anatomopatólogo. Todos los experimentos se llevaron a cabo tanto en los casos 

problema como en hipófisis normales (tratados del mismo modo) y en un control 

comercial de ARN total de cerebro. 

 Los fragmentos de tejido fueron rotos, lisados y homogeneizados de manera 

eficiente mediante TissueLyser® (Qiagen) y el buffer correspondiente. Se realizó la 

extracción con el AllPrep ADN/RNA/Protein Mini Kit® (Qiagen) seguido de una 

extensión del protocolo para rescatar a los microRNAs de acuerdo con las instrucciones 

del fabricante. El ARN total se procesó con RNase-Free ADNse Set® (Qiagen) según el 

protocolo de extracción. Se evaluó la calidad y cantidad de ARN total y los microRNAs 

por bioanálisis en el 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Una vez extraidos, el 

ARN total y los microRNAs se preservarón a -80ºC hasta su retrotranscripción. 

2. Análisis de patrones de expresión génica y miRNA:  

 La RT-PCR se realizó con el RevertAid First Strand cADN Synthesis Kit® 

(Thermo Scientific). Para el análisis de la expresión de microRNAs, la RT-PCR se 
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realizó utilizando el TaqMan MicroARN Reverse Transcription Kit® (Applied 

Biosystems) con el RT-Primers pool, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

 La técnica de elección para la cuantificación de los niveles de expresión fue la 

PCR cuantitativa. Este procedimiento se basa en la amplificación exponencial del 

cADN de interés en presencia de sondas fluorescentes específicas que se unen al 

fragmento a amplificar. La cuantificación de la fluorescencia generada al degradarse la 

sonda por la actividad exonucleasa de la polimerasa, permite una cuantificación relativa 

de la cantidad inicial de copias del cADN en cuestión.   

 Se analizarón los ensayos TaqMan de expresión de los genes c-myc, E2F1 y 

PTTG (véase Tabla V.2-1), así como de los genes housekeeping YWHAZ y GAPDH 

(controles endógenos) con la mezcla de reacción TaqMan FAST Universal PCR Master 

Mix (Applied Biosystems). Para la cuantificación de miRNAs, se utilizó la TaqMan® 

Universal Master Mix II No UNG y los ensayos específicos TaqMan para pri-miR-17-

92, miR-17-5p, miR20a, miR-16-1, miR-15a y Let-7a (véase Tabla V.2-1), así como los 

ensayos de  RNU44 y RNU49 miRNAs, que se utilizaron como controles endógenos ya 

que se expresan de forma estable (Applied Biosystems). 

Tabla V.2-1. Ensayos de Expresión TaqMan empleados en la cuantificación 
mediante RT-PCR (Life Technologies). 

Table 3. TaqMan Expression Assays Elegidos (Life Technologies) 
Gen TaqMan® Gene Expression Assays 

PTTG Hs00851754_u1 
E2F1 Hs00153451_m1 
cMYC Hs00153408_m1 
Ki-67 Hs01032443_m1 
Pri-miR~17-92 Hs03295901_pri 

Housekeeping   
ACTB Hs99999903_m1 
GAPDH Hs99999905_m1 
YWHAZ Hs00237047_m1 

microR�A TaqMan® miR�A Expression Assays 
Hsa-miR-17-5p 002308 
Hsa-miR-20a 000580 
Hsa-miR-16-1 002420 
Hsa-miR-15a 000389 
Hsa-miR-let-7a 000377 

snR�A  
RNU43  001095 
U54 001210 
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 Todos los análisis se realizaron por duplicado y siguiendo el mismo protocolo. 

Las muestras de hipófisis normales procedentes de autopsia se mezclaron en partes 

iguales en una placa que se analizó como calibrador. Los análisis se realizaron en 

volúmenes de reacción de 10 µl que contenía 5 µl de TaqMan Fast Advanced Master 

Mix® (Life Technologies), 0.5 µl de TaqMan Gene o miRNA Expression Assay® (Life 

Technologies), y 2.5 µl de calibrador en el 7500 Fast Real Time PCR System (Applied 

Biosystems). Se analizaron mediante SDS Software® (Applied Biosystems) y el 

análisis de la fluorescencia generada se realizó mediante el software SDS. La 

cuantificación relativa (RQ) se estableció con base en el método ∆∆Ct en unidades de 

cambio veces (FC) (Applied Biosystems, boletín Usuario # 2). La expresión génica y de 

miRNA se clasificó como expresión reprimida (RQ ≤ 0,5 FC), similar a la fisiológica 

(0,5 CF <RQ <1,5 FC) o sobreexpresión (RQ≥ 1.5FC) para el análisis estadístico. 

3. Clasificación subtipos de adenoma hipofisario.  

 Dado que las muestras procedían de centros distintos y no se pudo centralizar el 

estudio IHQ de las mismas, se realizó una clasificación molecular de los subtipos deAH 

(Tabla V.2-2). 

Tabla V.2-2. Clasificación molecular de los Adenomas Hipofisarios según el patrón 
génico de expresión y presentación clínica. 

Subtipo AH  Expresión dominante Presentación Clínica 

Gonadotropos (GT)  FSH, LH or α-subunidad 
 

No funcionante 
 FSHomas FSH 

 LHomas LH 

 Mixed Combinación de FSH, LH y α-sub  

Corticotropos (CTF)  POMC, AVPR1 y CRH-R1 Síndrome de Cushing 

Corticotropos Silentes (CTS)  POMC, AVPR1 y CRH-R1 No funcionante 

Somatotropos (ST)  GH Acromegalia 

FSH: Hormona Folículo Estimulante; LH: Hormona Luteal; CGA: Gen codificante de subunidad 
alfat; POMC: Proopiomelanocortina; GH: Hormona del Crecimiento), AVPR1b: Receptor de 

Vasopresin 1b; CRH-R1: Receptor de la Hormona Liberadora de Corticotropina1. 
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 Realizamos un análisis de expresión de 26 genes hormonales y de receptores 

implicados en los distintos tipos celulares hipofisarios en la serie de 172 tumores 

recogidos en el Nodo de Alicante del proyecto REMAH 

 Basándonos en los casos con un diagnóstico de subtipo de adenoma clínico, 

bioquímico y anatomopatológico concordante, se establecieron los rangos de expresión 

de cada gen estudiado con los percentiles 25 y 75 para cada subtipo (Tabla V.2-3). Los 

casos que presentaban expresión de varios genes hormonales y no eran funcionantes 

clínicamente se clasificaron en función de la expresión dominante, estableciendo como 

“patrón oro” el p25 del gen dominante en la muestra completa.  

Tabla V.2-3. Rangos de expresión relativa (percentiles 25-75) de los genes 
estudiados según el subtipo de adenoma hipofisario. 

Subtipo AH FSH LH CGA GH POMC AVPR1b CRHR1 

GT  0.19-4.95 0.00-0.09 0.00-0.06 0.00-0.00 0.00-0.00 0.00-0.05 0.04-0.28 

 FSHomas 0.69-7.03 0.00-0.02 0.00-0.03 0.00-0.00 0.00-0.00 0.00-0.06 0.03-0.32 

 LHomas 0.00-0.07 0.03-0.13 0.00-0.05 0.00-0.00 0.00-0.03 0.00-0.03 0.00-0.11 

 Mixed 0.05-0.55 0.01-0.15 0.01-0.15 0.00-0.00 0.00-0.00 0.00-0.05 0.00-0.24 

CTF  0.00-0.01 0.00-0.00 0.00-0.02 0.00-0.00 0.73-6.30 18.38-53.40 1.39-50.79 

CTS  0.00-0.05 0.00-0.00 0.00-0.17 0.00-0.00 0.02-7.41 23.10-110.61 0.34-51.50 

ST  0.00-0.10 0.00-0.01 0.00-0.14 0.64-3.15 0.00-0.03 0.02-0.28 0.00-0.48 

Subtipo AH (GT: gonadotropo, CTF: corticotropo, CTS: corticotropo silent, ST: somatotropo). Hormonas 
hipofisarias (FSH: Hormona Folículo Estimulante; LH: Hormona Luteal; CGA: Gen codificante de subunidad 
alfat; POMC: Proopiomelanocortina (precursor ACTH); GH: Hormona del Crecimiento), y receptores 
involucrados en la síntesis y secreción de ACTH (AVPR1b: Receptor de Vasopresin 1b; CRH-R1: Receptor de 
la Hormona Liberadora de Corticotropina1). 

 

4. Expresión génica de Ki67 

 Del mismo modo, al proceder las muestras de centros distintos y no centralizar 

el estudio inmunohistoquímico, se decidió evaluar la expresión génica de Ki67 

mediante fold change (FC).  

 Se realizó una curva COR para definir el FC de Ki67 correspondiente con una 

determinación inmunohistoquímica de Ki67 mayor de 3%. Se consideró el mayor área 
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bajo la curva para la expresión génica 2.59 FC de Ki-67, con una sensibilidad de 85,5% 

y especificidad de 77,6%. 

 Este límite de expresión génica de Ki-67 detecta los casos clásicamente 

considerados como peor pronóstico (Ki-67 ≥ 3% y grado de Hardy IV) con una 

sensibilidad de 100% y especificidad de 75,5%.  

V.3. Aspectos éticos y de confidencialidad de datos 

Ambas fases de la investigación fueron aprobadas por parte del Comité Ético de 

Investigación Clínica del HGUA. 

En la primera fase del estudio se entregó un consentimiento informado específico 

del estudio a realizar, mientras que los pacientes que formaron parte de la segunda fase 

del estudio firmaron el consentimiento informado aceptando la conservación de 

muestras de AH en la Red de Biobancos de la Comunidad Valenciana con fines de 

investigación.  

Las bases de datos empleadas se encuentran anonimizadas, identificándose los 

pacientes por número de registro.  

V.4. Análisis estadístico 

La base de datos original de la Unidad de Patología Hipofisaria se realizó en el 

programa Access 2000. Desde este programa los datos fueron importados al programa 

estadístico SPSS versión 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).  

La descripción de los datos se ha hecho mediante recuentos absolutos y relativos en 

el caso de las variables cualitativas, utilizando tablas de frecuencia y gráficos. Las 

variables cuantitativas se han descrito mediante estadísticos de tendencia central  (media 

y mediana) y sus correspondientes medidas de dispersión [desviación estándar y rango 

intercuartílico (P25-75)] según siguieran o no una distribución normal. Para verificar la 

normalidad de una distribución se utilizó el test de Kolmogórov-Smirnov, considerando 

que los resultados p<0,05 no seguían una distribución normal. 

Para la comparación de las variables continuas, si seguían la distribución normal, se 

utilizó el test de t-Student para dos muestras independientes y el test de ANOVA para 

tres o más muestras independientes. 
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Para la comparación de las variables continuas, si no seguían una distribución 

normal, se utilizó el test no paramétrico de U de Mann-Whitney para dos muestras 

independientes y el test no paramétrico de Kruskall-Wallis para tres o más muestras 

independientes.  

Para la comparación de variables categóricas se utilizó la χ2 con la corrección de 

Yates o la prueba exacta de Fisher cuando no se cumplían las condiciones para aplicar 

la prueba de la χ2.  

La magnitud de la asociación de las variables relacionadas se evaluó mediante la 

odds ratio (OR) con el intervalo de confianza del 95% (IC95%).  

Se realizó curva COR para determinar el punto de corte óptimo de PTTG en relación 

con invasividad y progresión en el estudio con muestras en parafina, y para fijar el valor 

del FC de Ki67 que determinase un mayor riesgo de tumores con peor pronóstico en el 

estudio con muestras congeladas.  

La asociación de las variables de resultado con las variables explicativas se ajustó 

por aquellas variables que fueron significativas en el análisis univariante, mediante un 

sistema de análisis de regresión logística múltiple para eliminar la interrelación entre las 

variables en la segunda fase del estudio.  

Se realizó el análisis de supervivencia Kaplan-Meier y el test long-rank para 

comparar las curvas de intervalo libre de progresión de enfermedad en cuanto al 

crecimiento de restos tumorales de la muestra en parafina. 

Para el contraste de las hipótesis descritas anteriormente se consideró significativo 

un valor de p menor de 0,05.   
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VI.1. Primera fase. Muestras conservadas en parafina. 

VI.1.1. Descripción de la muestra 

En el estudio con muestras en parafina se incluyeron 46 casos de AH que cumplían 

los criterios de inclusión y exclusión de las 133 muestras que se recogieron durante el 

período de estudio en el HGUA. Las características de los pacientes se describen en la 

tabla VI.1-1.  

 

Tabla VI.1-1. Características basales de los pacientes incluidos en la primera fase 
de estudio (�=46). 

Características basales. 

Edad (años) 53 ± 15 

Hombres 25 (54%) 

Mujeres 21 (46%) 

Diámetro máximo (mm) 30 ± 16 

Clasificación Inmunohistoquímica  de los adenomas  

     gonadotropos 27 (58,7%) 

     somatotropos 10 (21,7%) 

     corticotropos 4 (8,7%) 

     lactotropos 3 (6,5%) 

     tirotropo 1 (2,2%) 

     nulo 1 (2,2%) 

Clasificación funcional 

     Adenomas funcionantes 13 (28,3%) 

     Adenomas no funcionantes  33 (71,7%) 

Extensión según la clasificación de Hardy 

     Grados I-II 4 (8,9%) 

     Grados III-IV 41 (91,9%) 

Tratamientos prequirúrgicos 

     agonistas dopaminér gicos  3 

     análogos de somatostatina 5 

Datos expresados como media ± desviación estándar ó n úmero absoluto   y % 
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La clasificación según la funcionalidad de los AH se realizó con base a la clínica del 

paciente y a los datos bioquímicos de hipersecreción hormonal. Se consideraron 

funcionantes 10 (100%) ST, 1 (100%) TT, 1 (33%) LT y 1 (25%) CT. El resto de los 

tumores fueron considerados no funcionantes.  

El 60% de los pacientes presentaba invasión difusa en el momento de la 

intervención quirúrgica (grado  IV de Hardy). En cuanto a la afectación de estructuras 

adyacentes: 25 (55,6%) invadían seno cavernoso, 10 (22,2%) afectaban al seno 

esfenoidal y 34 (75,6%) presentaban compresión del quiasma óptico.  

La mitad de los pacientes con acromegalia recibieron tratamiento con análogos de 

somatostatina de forma previa a la intervención. Sólo uno de los pacientes con 

prolactinoma fue tratado previamente con agonistas dopaminérgicos. En cuanto al resto 

de tratamientos con agonistas dopaminérgicos, afectaban a un paciente con ST y un GT. 

Para realizar el estudio de progresión o crecimiento de restos tumorales, revisamos 

la evolución de 14 pacientes que no recibieron tratamientos adyuvantes (médico ni 

radioterapia). El seguimiento medio fue de 46 ± 36 meses.  Las características clínicas, 

anatomopatológicas y moleculares de estos pacientes se muestran en la tabla VI.1-2. 
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Tabla VI.1-2. Características clínicas, anatomopatológicas y expresión génica de 
PTTG de los pacientes que no recibieron tratamiento adyuvante tras la 
intervención. 

Características clínicas de los pacientes sin terapias adyuvantes tras la intervención. 

N Edad/ 
Sexo 

Subtipo 
histológico 

Diámetro 
tumoral 
máximo 
(mm) 

Resto 
tumoral tras 
la 
intervención 

Seguimietno  
(meses) 

Tiempo 
libre de 
progresión 
(meses) 

Ki-67 
(%) 

PTTG 
(Cnn) 

1 34/♀ GT 15 Sí 60 11 1.0 0.042 

2 70/♀ GT 22 Sí 30 12 0.5 0.086 

3 71/♂ GT 20 Sí 36 21 2.2 0 

4 67/♀ GT 20 Sí 108 23 1.2 0 

5 64/♂ GT 32 Sí 48 37 1.0 0.101 

6 67/♂ GT 30 Sí 52 37 2.3 0.176 

7 70/♂ GT 50 Sí 88 53 2.3 0 

8 43/♂ GT 43 Sí 114 - 0.8 0.038 

9 72/♂ GT 28 Sí 3 - 2.0 0 

10 50/♀ LT 45 Sí 67 - 1.5 0 

11 72/♀ GT 15 Sí 20 - 4.5 0.152 

12 67/♀ GT 50 Sí 39 - 1.2 0.097 

13 36/♀ ST 42 No 24 - 1.2 0.064 

14 63/♀ GT 46 Sí 6 - 1.5 0.089 

GT: adenoma gonadotropo; LT: adenoma lactotropo; ST: adenoma somatotropo. 
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VI.1.2. Expresión de PTTG según el subtipo de adenoma hipofisario 

No encontramos diferencias en la expresión de ARNm de PTTG entre los distintos 

subtipos de adenoma hipofisario (FiguraVI.1-1).   

 

Figura VI.1-1. Expresión de AR�m de PTTG como número de copias 
normalizadas (Cnn) según el subtipo histológico de adenoma hipofisario (1a) y el 
estado funcional (1b). 

 

 

 

 

VI.1.3. Asociación entre la expresión de PTTG y la extensión tumoral 

VI.1.3.1. Muestra global 

Los pacientes con extensión extraselar presentaban menor expresión de PTTG que 

aquellos con extensión intraselar (0,065 [P25-P75: 0,000-0,089] Cnn vs. 0,135 [0,105-

0,159] Cnn, p=0,04) (Figura VI.1-2).  

 

Datos mostrados como media ± desviación estándar.Test no-paramétricos Kuskal-Wallis y U-Mann 
Whitney. Abreviaturas: ST, adenomas somatotropos; GT, adenomas gonadotropos; CT, adenomas 
corticotropos; LT, adenomas lactotropos; TT, adenomas tirotropos; NC, adenomas nulos; FPA, 
adenomas funcionantes; NFPA, adenomas no-funcionantes. 
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Figura VI.1-2. Comparación de la expresión de PTTG como número de copias 
normalizadas (Cnn) entre adenomas hipofisarios extra e intraselares. 

 

Mediante análisis COR se identificó un punto de corte de expresión de PTTG de 

0,129 Cnn para predecir extensión extraselar con una sensibilidad del 75% y una 

especificidad del 85%. Los casos con expresión menor de 0,129 Cnn de PTTG 

presentaban un riesgo 17,5 (IC95: 1,6-197,4; p = 0,021) veces mayor de extensión 

extraselar que aquellos tumores que expresaban un mayor número de copias de PTTG.  

No encontramos diferencias en la extensión tumoral en relación con las variables 

clínicas, tales como sexo, edad o tiempo de evolución; ni con Ki67. 

VI.1.3.2. Según funcionalidad 

Se evidenció una tendencia en los adenomas funcionantes con extensión extraselar a 

una menor expresión de PTTG (Cnn) [0,042 (0 – 0,073) vs. 0,182 (0,128 – 0,189), 

p=0,077]. Dicha tendencia no se objetivó en los adenomas no funcionantes.  

VI.1.3.3. Según subtipo histológico 

Todos los GT presentaban una extesión extraselar, por lo que no procede el estudio. 

3/4 CT eran extraselares, sin evidenciar diferencias en cuanto a la expresión de 

ARNm de PTTG en función de la extensión. Dentro de los adenomas ST, 7/10 

presentaban extesión extraselar, sin diferencias en cuanto a la expresión de ARNm de 

PTTG o el índice Ki67 en función de la extensión. 
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VI.1.4. Asociación entre la expresión de PTTG y la invasión de 

estructuras adyacentes 

VI.1.4.1. Muestra global 

Los tumores invasivos presentaban menor expresión de PTTG que aquellos no 

invasivos (0,064 [0,000-0,093] Cnn vs. 0,082 [0,074-0,135] Cnn, p=0,049). No se 

encontraron diferencias en cuanto a la invasión tumoral en relación con las variables 

clínicas, tales como sexo, edad o tiempo de evolución; así como tampoco con Ki67. 

VI.1.4.2. Según funcionalidad 

Los adenomas funcionantes con invasión de estructuras adyacentes expresaban 

menor ARNm de PTTG que aquellos no invasivos (0,001 [0 - 0,067] Cnn vs. 0,082 

[0,072 - 0,189] Cnn, p=0,026). Estas diferencias no se encontraron en los adenomas no 

funcionantes, en los que sólo uno de ellos era no invasivo (Figura VI.1-3). 

 

Figura VI.1-3. Comparación de la expresión de PTTG (Cnn) entre adenomas 
hipofisarios invasivos o no invasivos: (a) adenomas funcionantes; (b) adenomas no 
funcionantes. 
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VI.1.4.3. Según el subtipo histológico 

Todos los GT eran invasivos, por lo que no procede el estudio. 

Dentro de los CT 3/4 eran invasivos, sin diferencias en cuanto a la expresión de 

ARNm de PTTG. 5/10 adenomas ST presentaban invasión de estructuras adyacentes, no 

evidenciando diferencias en cuanto a la expresión de ARNm de PTTG en función de la 

misma. 

 

VI.1.5. Asociación entre la expresión de PTTG y la agresividad tumoral 

No se encontraron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la 

expresión de PTTG en función del grado de agresividad tumoral al estudiar la muestra 

de forma global o por subtipos.  

 

VI.1.6. Asociación entre la expresión de PTTG y el crecimento de restos 

tumorales 

Durante el seguimiento, 7 de los 14 pacientes sin tratamientos adyuvantes tras la 

cirugía presentaron crecimiento del resto tumoral mayor del 20% en alguno de los 

diámetros medidos. En todos los casos se trataba de tumores GT con extensión 

extraselar. Los tumores con crecimiento presentaban menor tamaño al diagnóstico (27 ±  

11 vs. 42 ± 8 mm; p=0,019). 

La expresión de ARNm de PTTG no se asoció con la progresión tumoral 

[crecimiento: 0,064 (0 – 0,120) vs. No crecimiento: 0,032 (0 – 0,105); p > 0,05]. 

Aquellos tumores que no expresaban PTTG presentaron una tendencia a un mayor 

tiempo de supervivencia libre de enfermedad  (32,3 ± 10,3 vs. 24,3 ± 7,36 meses, 

p=0,068). 
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VI.1.7. Modificación de la expresión de PTTG por el tratamiento médico 

previo 

No se encontraron diferencias en la expresión de PTTG entre los pacientes que 

recibieron tratamiendo médico previo a la intervención y los que no lo recibieron (p > 

0,05).  

Al estudiar por separado al subtipo de ST, tampoco se evidenciaron diferencias entre 

aquellos pacientes con y sin tratamiento previo con SSA (p > 0,05). 
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VI.2. Segunda fase. Muestras congeladas 

Uno de los objetivos principales de nuestra línea de investigación fue valorar la 

regulación de PTTG en función del subtipo de AH, para lo cual se diseñó una segunda 

fase del estudio en la que se seleccionaron casos de cuatro subtipos de AH (GT, CTF, 

ST y CTS).  

VI.2.1. Descripción de la muestra 

Se seleccionaron 60 muestras de AH de la colección recogida en el nodo de Alicante 

procedentes del proyecto REMAH. La serie se componía de 29 adenomas gonadotropos 

(GT), 15 adenomas somatotropos (ST), 8 corticotropinomas  funcionantes (CTF) y 8 

corticotropinomas silentes (CTS).  

Las características de los pacientes incluidos en el estudio se recogen en la tabla 

VI.2-1. 

Tabla VI.2-1. Características basales de los pacientes incluidos en el estudio con 
muestras congeladas (�= 60). 

Características basales estudio con muestras congeladas   

Edad (años)  54 ± 15 Extensión (Hardy)  59/60 

Hombre  27/60 (45%) No Invasivo  Intraselar (I-II) 18/59 (30,5%) 

Diámetro tumoral máximo (mm)  22,51±10,92  Extraselar (III) 10/59 (17,0%) 

Radioterapia  0 Invasivo  Invasivo (IV) 31/59 (52,5%) 

Segunda intervenci ón  12/60 (20%)  

Tratamiento médico Pre-quirúrgico  

Adenomas ST  12/15 (80%) Adenomas CTF  5/8 (62,5%) 

 SSA 7  KET 3 

                  AD 1  KET + AD 2 

 Peg 1 Adenomas CTS  AD 4/8 (50%) 

 SSA + Peg 3 Adenomas GT  AD 2/28 (7%) 

Datos mostrados como media ± DS o número/total (%). ST: somatotropo, CTF: corticotropo, CTS: corticotropo 

silente, GT: gonadotropo, SSA: análogos somatostatina, AD: agonista dopaminérgico, Peg: Pegvisomant , KET: 

Ketoconazol.  
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Las muestras procedentes de adenomas reintervenidos se trataban de 3 adenomas ST 

y 9 adenomas GT. La mayoría de los tumores funcionantes recibieron tratamiento 

médico de forma previa a la intervención (17/23).  

Se encontraron diferencias en cuanto la extensión tumoral según los diferentes 

subtipos de AH tal y como se muestra en la tabla VI.2-2 (χ2, p = 0,000). 

Tabla VI.2-2. Extensión tumoral según el subtipo de adenoma hipofisario. 

Extensión tumoral según el subtipo de adenoma hipofisario.  

  CTF ST GT CTS Total  

Intraselar (I -II) 6 (75%) 9 (60%) 1 (3,5%) 2 (25%) 18 

 Extraselar (III)  0 0 7 (25%) 3 (37,5%) 10 

 Invasivo (IV)  2 (25%) 6 (40%) 20 (71,5%) 3 (37,5%) 31 

Total  8 15 28 8 59 

Datos mostrados como número absotulo y porcentaje respecto a subtipo histológico.  

Abreviaturas: ST, somatotropo; CTF, corticotropo; CTS, corticotropo silente; GT, gonadotropo. 

 

 Los tumores se agruparon en función del grado de agresividad previamente 

definido como: 5 (9,3%) alto; 26 (48,1%) medio y 23 (42,6%) bajo. No existían 

diferencias en cuanto al grado de agresividad entre subtipos de AH (χ2, p > 0,05) (Tabla 

VI.2-3). 

Tabla VI.2-3. Grado de agresividad según el subtipo de adenoma hipofisario. 

Grado de agresividad tumoral según el subtipo de adenoma hipofisario. 

  CTF ST GT CTS Total  

 Alt o 0 2 (15,4%) 2 (7,4%) 1 (16,7%) 5 (9,3%) 

  Medio  4 (50,0%) 4 (30,8%) 17 (63,0%) 1 (16,7%) 26 (48,1%) 

  Bajo  4 (50,0%) 7 (53,8%) 8 (29,6%) 4 (66,7%) 23 (42,6%) 

Total 8 13 27 6 54 

Datos mostrados como número absotulo y porcentaje respecto a subtipo histológico.  

Abreviaturas: ST, somatotropo; CTF, corticotropo; CTS, corticotropo silente; GT, gonadotropo. 

 

VI.2.2. Expresión de PTTG según el subtipo molecular de adenoma 

hipofisario 

 PTTG se expresó en todos los subtipos de AH, existiendo diferencias en cuanto 

a su expresión dependiendo del subtipo (Tabla VI.2-4). Además el patrón de expresión 
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fue diferente según el subtipo, encontrando sobreexpresión en  87,5% (7/8) de los 

adenomas CTF, 50% (4/8) de los adenomas CTS, 34,5% (10/29) de GT y 6,7% (1/15) 

de los adenomas ST (χ2 p=0,008) (Figura VI.2-1). 

 

Tabla VI.2-4. Expresión de PTTG (fold change) en función del subtipo de adenoma 
hipofisario. 

Subtipo de AH  PTTG FC 

Todos en conjunto 1,17 (0,85-2,23) 

GT 1,06 (0,82-1,74) 

CTF 2,69 (1,86-6,04) 

CTS 2,14 (0,67-3,84) 

ST 1,08 (0,82-1,30) 

p (K-W) 0,006 
Datos mostrados como mediana (P25 -72) de fold change  (FC). 

Abreviaturas: ST, somatotropo; CTF, corticotropo; CTS, corticotropo silente; GT, 
gonadotropo. 

 

Figura VI.2-1.  Diferente patrón de expresión de PTTG en función del subtipo de 
adenoma hipofisario. 

 

 
Abreviaturas: CTS, corticotropo silente; GT, gonadotropo; ST, somatotropo; CTF, corticotropo funcionante. 
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VI.2.3. Asociación de la expresión de PTTG con la extensión tumoral  

No se encontraron diferencias en la expresión de PTTG (FC) según la extensión 

intra o extraselar al valorar la muestra de AH, tanto en conjunto como dividida en 

subtipos moleculares.  

En el subtipo de adenoma CTF se evidenció una correlación negativa entre el 

tamaño tumoral máximo y la expresión de ARNm de PTTG (R Spearman – 0,778, 

p=0,028). 

 

VI.2.4. Asociación de la expresión de PTTG con la invasión de 

estructuras adyacentes 

VI.2.4.1. Muestra global 

En el conjunto de AH estudiados se encontró una tendencia a menor expresión de 

PTTG en los adenomas invasivos frente a los no invasivos [1,06 (0,81 – 2,05) vs. 1,38 

(0,97 – 2,65); p = 0,09]. 

VI.2.4.2. Según el subtipo molecular 

En el subtipo de adenomas GT se evidenció una tendencia a menor expresión de 

PTTG en los adenomas invasivos frente a no invasivos [0,94 (0,77-1,61) vs 1,52 (1,03-

2,12); UMW p= 0,084] (Figura VI.2-2). Los subtipos de adenoma ST, CTF y CTS no 

mostraban diferente expresión de PTTG según la invasividad.  

Figura VI.2-2.  Diferente expresión de PTTG (FC) en función de la invasividad 
tumoral en los adenomas gonadotropos. 
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VI.2.5. Asociación entre la expresión de PTTG y el grado de agresividad 

tumoral 

VI.2.5.1. Muestra global 

Los tumores con un grado alto de agresividad se caracterizaban por una expresión 

mayor de PTTG que aquellos adenomas con un grado de agresividad medio o bajo [alto: 

2,11 (1,21-3,28); medio o bajo: 1,07 (0,82-1,73); UMW p=0,032] (Figura VI.2-3).  

Figura VI.2-3.  Diferente expresión de PTTG (FC) en función del grado de 
agresividad en la muestra global de adenomas hipofisarios. 

 

VI.2.5.2. Según el subtipo molecular 

Los adenomas GT mostraron diferente expresión de PTTG en función del grado de 

agresividad (K-W, p=0,024). Se evidenció una tendencia a que los adenomas con 

agresividad baja expresasen mayor ARNm de PTTG que aquellos con agresividad 

media-alta [2,18 (1,25 – 3,39) FC vs. 1,23 (1,02 – 2,24) FC; UMW p=0,056]. 

Los subtipos de adenoma ST, CTF y CTS no mostraban diferente expresión de 

PTTG según el grado de agresividad.  

 

VI.2.6. Modificación en la expresión de PTTG por el tratamiento médico 

previo a la intervención quirúrgica  

La expresión de PTTG fue menor en los AH tratados con SSA al estudiar la muestra 

en conjunto [tratados: 0,95 (0,43 - 1,11) vs no tratados: 1,34 (0,88-3,85) FC, UMW 

p=0,04], pero esta significación estadística se perdía al diferenciar por subtipos. 
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El tratamiento previo con AD no modificó la expresión de PTTG ni en la muestra 

global ni en los diferentes subtipos.  

 

VI.2.7. Expresión de E2F1, c-myc y Pri-miR-17~92 en función del 

subtipo molecular de adenoma hipofisario 

 

La expresión de E2F1 y c-myc fue diferente según el subtipo de AH, tal y como se 

muestra en la tabla VI.2-5.  

Tabla VI.2-5.  Expresión génica de E2F1, c-myc y Pri-miR-17~92 en los diferentes 
subtipos de adenomas hipofisarios. 

Subtipo  E2F1 c-myc  Pri -miR-17~92 

Todos en 

conjunto 
2,09 (1,16-3,78) 0,32 (0,11-0,64) 0,12 (0,08-0,27) 

GT 3,03 (1,97-4,14) 0,17 (0,07-0,43) 0,11 (0,07-0,26) 

CTF 1,32 (1,17-2,09) 0,59 (0,43-1,06) 0,13 (0,08-0,25) 

CTS 3,45 (0,87-5,03) 0,70 (0,22-2,35) 0,22 (0,10-0,33) 

ST 0,96(0,68-1,44) 0,28 (0,12-0,55) 0,12 (0,09-0,45) 

p (K-W) 0,000 0,004 0,421 

Datos mostrados como mediana (P25 -72) de fold change.   

Abreviaturas: ST, somatotropo; CTF, corticotropo; CTS, corticotropo silente; GT, gonadotropo.  

 

 El oncogen c-myc se sobreexpresó sólo en los tumores CTS (2/8, 25%). El resto 

de los adenomas CTS (6/8, 75%) y 5/8 de los CTF (62,5%) presentaban expresión 

normal de c-myc. La expresión de este oncogen se encontraba suprimida en los subtipos 

GT y ST (23/29 (79,3%) y 9/15 (60%), respectivamente). Las diferencias en el patrón 

de expresión de c-myc fueron estadísticamente significativas (χ2 p=0,003) (Figura VI.2-

4). 
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Figura VI.2-4.  Tabla de frecuencias con el patrón de expresión de c-myc 
(sobreexpresión, expresión normal y represión) en función del subtipo molecular 
de adenoma hipofisario. 

 

Abreviaturas: CTF, corticotropo funcionante; ST, somatotropo; GT, gonadotropo; CTS, corticotropo silente  

 El factor de transcripción E2F1 se sobreexpresó en 25/29 (86,2%) de los 

adenomas GT y en 5/8 (62,5%) de los CTS. Los niveles de expresión en los subtipos 

CTF y ST fueron normales en 5/8 (62,5%) y 12/15 (80%), respectivamente. Estas 

diferencias en el patrón de expresión de E2F1 según el subtipo de AH fueron 

estadísticamente significativas (χ2 p=0,001) (Figura VI.2-5). 

Figura VI.2-5.  Tabla de frecuencias con el patrón de expresión de E2F1 
(sobreexpresión, expresión normal y represión) en función del subtipo molecular 
de adenoma hipofisario. 

 

Abreviaturas: CTF, corticotropo funcionante; ST, somatotropo; GT, gonadotropo; CTS, corticotropo silente  
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VI.2.8. Asociación de E2F1 y c-myc con las características clínicas del 

tumor hipofisario 

VI.2.8.1. Extensión tumoral 

En la muestra global, el diámtetro máximo se correlacionó de forma positiva con la 

expresión de E2F1 (r=0,353; p=0,027). La expresión de este gen fue mayor para los 

adenomas extraselares que para los adenomas intraselares: 2,51 FC (1,44-3,94) vs 1,14 

FC (0,70-1,74), respectivamente (UMW: p=0,001). 

Al estudiar los diferentes subtipos, en los adenomas GT el diámetro máximo se 

correlacionó de forma negativa con la expresión de E2F1 (r= -0,55, p= 0,003).  

Los adenomas ST con extensión extraselar mostraron una mayor expresión de E2F1: 

1,41 FC (1,09-2,24) vs 0,70 FC (0,57-1,01), respectivamente (UMW: p=0,018). Este 

subtipo mostró además una correlación positiva entre la expresión de c-myc y el 

diámetro máximo tumoral (r= 0,65, p= 0,008) y una mayor expresión de c-myc en los 

adenomas extraselares comparados con los intraselares: 0,53 FC (0,39-0,89) vs 0,13 FC 

(0,10-0,40), respectivamente (UMW: p=0,034) (Figura VI.2-6). 

Figura VI.2-6.  Diferente expresión de AR�m de E2F1 (a) y c-myc (b) mostrada 

como fold change en función de la extensión tumoral en los adenomas 

somatotropos. 

 

En los subtipos CTF y CTS no se encontraron diferencias en cuanto a la expresión 

de E2F1 o c-myc y la extensión tumoral.  
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VI.2.8.2. Invasión de estructuras adyacentes 

Al estudiar la muestra globalmente, la expresión de E2F1 se asoció con la 

invasividad tumoral: invasivo: 2,53 (1,85-3,94) FC frente a no invasivo 1,26 (0,77-3,05) 

FC; UMW p=0,004. Sin embargo, al valorar cada subtipo de forma aislada encontramos 

diferencias estadísticamente significativas sólo en el subtipo ST. 

Los tumores GT invasivos expresaron menos c-myc que los no invasivos: 1,11 FC 

(0,07-0,33) vs 0,47 FC (0,26-0,69), respectivamente (UMW p=0,033) (Figura VI.2-7a). 

En los tumores ST la expresión de estos genes, tanto de c-myc como de E2F1, fue 

diferente en función de la invasividad: a) c-myc: invasivos 0,53 (0,47-0,89) FC no 

invasivo: 0,13 (0,10-0,28) FC; UMW p= 0,034 (Figura VI.2-7b); b) E2F1 invasivo: 1,41 

(1,13-2,14) FC vs no invasivo: 0,70 (0,60-0,91) FC; UMW p= 0,018. 

Figura VI.2-7.  Diferente expresión de AR�m de c-myc (fold change) en función de 

la invasividad tumoral en los adenomas: a) gonadotropos; b) somatotropos. 

 

VI.2.8.3. Agresividad tumoral 

Al valorar la muestra en conjunto, los valores de FC de E2F1 fueron diferentes 

según el grado de agresividad: alto o medio 2,52 (1,57-3,82); bajo: 1,16 (0,70-2,42); 

UMW p= 0,002. Sin embargo, al estudiar los diferentes subtipos sólo los adenomas GT 

y ST mostraron diferencias en cuanto a la expresión de E2F1 en función del grado de 

agresividad.  

La mayoría de adenomas GT clasificados como agresividad media-alta [21/22 

(95,5%)] sobreexpresaron E2F1, mientras que sólo 4/7 (57,1%) de los GT con 
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agresividad baja lo hicieron (F p=0,034). Esto comportó que la sobreexpresión de E2F1 

en este subtipo tumoral supusiera un riesgo de 15,8 (IC95%: 1,3-192,5) veces para 

agresividad media-alta. 

En el subtipo ST, la expresión de E2F1 (FC) fue diferente según el grado de 

agresividad: alto 1,38 FC (1,17-1,96); medio 1,44 FC (1,13-2,14); bajo 0,68 FC (0,57-

0,75) (K-W p=0,005).  

En cuanto a c-myc, al estudiar la muestra globalmente no se encontró diferente 

expresión en función del grado de agresividad. Sin embargo al clasificar por subtipos, 

los adenomas GT con agresividad baja presentaron mayor expresión de este gen que 

aquellos tumores con agresividad media-alta [0,472 (0,260-0,689) vs. 0,107 (0,069-

0,330), UMW p= 0,0044].  Los ST con agresividad baja presentaron menor expresión 

de c-myc que aquellos adenomas ST con agresividad media-alta [0,123 (0,095-0,277) 

vs. 0,533 (0,385-0,894), UMW p= 0,015] (Figura VI.2-8).  

Figura VI.2-8.  Diferente expresión de AR�m de c-myc (fold change) según de la 

agesividad tumoral media-alta frente a baja en los adenomas: a) gonadotropos; b) 

somatotropos. 

 

VI.2.8.4. Modificación en la expresión de E2F1 y c-myc por el 

tratamiento médico previo a la intervención quirúrgica. 

 Al estudiar la muestra globalmente se encontró una menor expresión de E2F1 en 

los adenomas que habían recibido tratamiento con SSA frente a los que no lo habían 

recibido: 0,91 (0,68-2,14) vs 2,25 (1,23-3,85); UMW p=0,013. Sin embargo al estudiar 
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la influencia del tratamiento dividiendo por subtipos moleculares, no evidenciamos 

dicha asociación.  

 En cuanto al tratamiento previo con AD no se encontraron diferencias en la 

expresión de estos genes, tanto al valorar la muestra global como al subclasificarla en 

subtipos moleculares.  

VI.2.9. Relación de la expresión de PTTG con aquella de E2F1 y c-myc  

Al estudiar la muestra de forma global, no se encontró asociación entre la expresión 

de PTTG y E2F1.  

Sin embargo, al valorar cada subtipo de forma aislada, en los adenomas GT la 

sobreexpresión de E2F1 comportaba una menor expresión de PTTG [0,95 (0,81-1,44) 

vs 1,98 (1,74-2,25); UMW p=0,027], mientras que en los adenomas CTS se asociaba a 

una mayor expresión de PTTG [3,36 (3,22-4,01) vs 0,55 (0,44-0,80); UMW p=0,053]. 

En los adenomas ST y CTF no se evidenció relación entre estos dos genes (Figura 

VI.2.9). 

En cuanto a c-myc, no se encontró asociación con la expresión de PTTG tanto de 

forma global como al analizar por subtipos de AH. 
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Figura VI.2-9.  Diferente expresión de AR�m de PTTG (fold change, FC) en 

función de la sobreexpresión de E2F1 en los adenomas: a) gonadotropos (GT); b) 

corticotropos (CTF); c) somatotropos (ST); d) corticotropos silentes (CTS). 

 

VI.2.10. Expresión de microR�As en función del subtipo de adenoma 

La expresión de miRNAs varió según el subtipo de AH, alcanzando la significación 

estadística en miR-16-1 y Let-7a (K-W; p=0,017 y p=0,034 respectivamente) (Tabla 

VI.2-6).  

Tabla VI.2-6.  Expresión de los microR�As maduros en los diferentes subtipos 

de adenomas hipofisarios. Significación estadística como Test de Kruskal-Wallis 

para las diferencias entre los subtipos.  

 miR-16-1 miR-15a miR-20a miR-17-5p Let -7a 

Global 2,04(0,80-6,52) 0,89(0,44-4,17) 1,21(0,51-2,54) 1,15(0,53-2,61) 1,61(0,80-3,74) 

GT 1,58(0,44-3,41) 0,77(0,21-2,97) 1,69(0,72-3,16) 1,62(0,76-3,08) 1,50(0,55-3,10) 

CTF 1,63(0,65-4,03) 0,64(0,33-1,50) 1,02(0,51-1,33) 0,69(0,53-1,34) 1,22(0,77-1,78) 

CTS 1,64(0,78-10,06) 0,79(0,45-7,30) 1,56(0,55-9,79) 1,59(0,47-7,93) 1,39(0,50-2,29) 

ST 6,33(2,82-13,15) 2,20(0,70-6,42) 0,83(0,46-2,21) 0,92(0,41-1,73) 2,95(1,73-7,13) 

p (K-W) 0,017 0,242 0,477 0,286 0,034 
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Además se encontraron diferencias en el patrón de expresión de estos miRNAs en 

función del subtipo de AH aunque sin significación estadística (χ2; p>0.05)  (Figura 

VI.2-10). 

Figura VI.2-10.  Comparación entre los patrones de expresión de los diferentes 

miR�As estudiados en función del subtipo de adenoma hipofisario.  

 

Abreviaturas: CTF, corticotropo funcionante; ST, somatotropo; GT, gonadotropo; CTS, corticotropo silente. Los 

números dentro de las barras corresponden al número de pacientes dentro de cada subtipo. 

En cuanto a la comparación entre subtipos, los adenomas ST presentaron diferencias 

estadísticamente significativas en la expresión de miR-15a [ST: 2,20 (0,90-6,38) vs no 

ST: 0,77 (0,42-2,69) FC; UMW p=0,05]; miR-16-1 [ST: 6,33 (2,97-10,74) vs no ST: 

1,58 (0,77-3,97) FC; UMW p=0,02] y Let-7a [ST: 2,95 (1,86-6,38) vs no ST: 1,44 

(0,71-2,49) FC, UMW p=0,01] comparado con el resto de tipos (Figura VI.2-11). 
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Figura VI.2-11.  Diferente expresión de miR�A (fold change) comparando los 

adenomas somatotropos (ST) frente al resto (�o ST). a) miR-16-1; b) miR-15a; c) 

miR-Let-7a. 

 

 

VI.2.11. Asociación en la expresión de los microR�As con las 

características clínicas del tumor 

VI.2.11.1. Extensión tumoral 

Hallamos una tendencia a mayor expresión de miR-17-5p en los tumores 

extraselares frente a intraselares: 1,34 FC (0,74-3,08) vs 0,61 FC (0,43-1,51), 

respectivamente (UMW: p=0.068). Sin embargo, al subclasificar los AH, no se encontró 

asociación entre el tamaño tumoral o la extensión y la expresión de los miRNAs 

estudiados.  

VI.2.11.2. Invasión de estructuras adyacentes 

No se evidenciaron difererencias en cuanto a la invasión tumoral y la expresión de 

los diferentes miRNAs estudiados al valorar tanto la muestra globalmente como 

dividida por subtipos.  

VI.2.11.3. Agresividad tumoral 

Sólo se objetivaron diferencias en cuanto al grado de agresividad en el patrón de 

expresión de miR-17-5p valorando la muestra en conjunto (χ2 p= 0.011) (Figura VI.2-

12).  
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Figura VI.2-12.  Diferente patrón de expresión de miR-17-5p (fold change) en la 

muestra global según el grado de agresividad tumoral.  

 

 

 

VI.2.11.4. Modificación en la expresión de miR�As por el 

tratamiento médico previo a la intervención 

 En la muestra en conjunto, la expresión de miR-16-1 y Let-7a fue mayor en los 

tumores que habían recibido de forma previa a la cirugía tratamiento con SSa [tratados: 

7,78 (1,75-6,34) vs no tratados: 1,77 (0,78-4,56) FC; UMW p=0,005; y tratados: 5,36 

(2,01-7,23) vs no tratados: 1,49 (0,76-2,89) FC; UMW p=0,010; respectivamente]. Sin 

embargo, al valorar de forma aislada los adenomas ST dicha asociación se pierde. 

 En cuanto al tratamiento con AD, al valorar toda la muestra no se encontraron 

diferencias estadísticamente significativas en la expresión de los diferentes miRNAs 

estudiados. Sin embargo, al estudiar el subtipo CTS se objetivó una menor expresión en 

los pacientes tratados con AD (4 pacientes tratados de 8) de miR-17-5p [tratados: 0,54 

(0,39 - 0,86) vs no tratados: 6,84 (2,85-9,43) FC; UMW p=0,02], miR-20a [tratados: 

0,55 (0,36 - 0,86) vs no tratados: 8,44 (3,06-12,76) FC; UMW p=0,02], miR-15a 

[tratados: 0,46 (0,18 - 0,74) vs no tratados: 6,91 (2,09-13,78) FC; UMW p=0,04] y miR-

16-1 [tratados: 0,79 (0,20 – 2,05) vs no tratados: 9,72 (2,86-19,63) FC; UMW p=0,04] 

(Figura VI.2-13). 
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Figura VI.2-13.  Diferencias en la expresión de los diferentes miR�As (fold 

change) en los adenomas corticotropos silentes en función del tratamiento previo 

con agonistas dopaminérgicos (AD): a) miR-17-5p, b) miR-20a, c) miR-15a, d) 

miR-16-1.   

 

 Además los adenomas GT presentaban una tendencia a la significación 

estadística en cuanto a una mayor expresión en los pacientes tratados con AD (2 de 27) 

de los miRNAs miR-17-5p [tratados: 5,62 (4,25 – 6,99) vs no tratados: 1,32 (0,76-2,50) 

FC, UMW p=0,058] y miR-20a [tratados: 8,65 (5,97 – 11,33) vs no tratados: 1,43 (0,72-

2,35) FC, UMW p=0,058] (Figura VI.2-14). 
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Figura VI.2-14.  Diferencias en la expresión de los diferentes miR�As (fold 

change) en los adenomas gonadotropos en función del tratamiento previo con 

agonistas dopaminérgicos (AD): a) miR-17-5p, b) miR-20a. 

 

 

VI.2.11.5. Asociación entre los miR�As y la necesidad de 

reintervención quirúrgica 

 La expresión de miR-16-1 fue menor en aquellas muestras tumorales 

provinientes de reintervenciones, bien por persistencia de restos tumorales o bien por 

recurrencia, que en las muestras tumorales procedentes de una primera intervención: 

0,90 (0,44-2,45) vs 2,96 (0,92-7,48) (p=0,051) (Figura VI.2-15). 

Figura VI.2-15.  Comparación de la expresión de miR-16-1 (fold change) en la 

muestra global en función de si se trataba o no de una reintervención.   
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VI.2.12. Regulación de la expresión de PTTG por los diferentes miR�As 

estudiados 

En la muestra global la expresión de PTTG no se correlacionó de forma significativa 

con ningún miRNA estudiado. Sin embargo, al estudiar los diferentes subtipos de AH sí 

que se encontraron algunas asociaciones estadísticamente significativas. De acuerdo al 

estudio multivariante, éstas se comportaron como variables dependientes (MLR p> 

0,05). 

En los adenomas GT, la expresión de PTTG (FC) se correlacionó de forma negativa 

con la expresión de Pri-miR-17~92 (r=-0,413; p=0,026) y mostró una tendencia a la 

correlación positiva con miR-15p (r= 0,350; p= 0,063). 

En los adenomas ST, la expresión de PTTG (FC) se correlacionó de forma negativa 

con miR-20a (r=-0,518; p=0,048) y con let-7a (r=-0,514; p=0,050).  

En los adenomas CTF, la expresión de PTTG (FC) se correlacionó de forma 

negativa con  miR-17-5p (r=-0,595; p=0,120) y miR-20a (r=-0,619; p=0,102), mientras 

que la correlación fue positiva con su miRNA inmaduro pri-miR-17~92 (r=0,548; 

p=0,160). 

En los adenomas CTS, la expresión de PTTG (FC) se correlacionó de forma positiva 

con miR-17-5p (r=0,738; p=0,037) y miR-20a (r=0,643; p=0,086).  

 

VI.2.13. Regulación de la expresión de E2F1 y c-myc por los diferentes 

miR�As estudiados 

En la muestra en conjunto los tumores con represión de c-myc tenían menor 

expresión de pri-miR-17~92 comparado con los tumores que no reprimían c-myc [0,10 

FC (0,07-0,22) vs. 0,23 FC (0,11-0,36) (K-W p=0,014)]. Por otra parte, E2F1 se 

correlacionó de forma negativa con miR-16-1 (r=-0,260; p=0,045) y Let-7a (r=-0,276; 

p=0,033).  

Al estudiar los diferentes subtipos de AH por separado, en los tumores ST se 

evidenció una correlación entre la expresión de c-myc y miR-17-5p (r=0,456; p=0,088). 
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En los adenomas CTS, E2F1 se correlacionó de forma negativa con pri-miR-17~92 

(r=-0,714; p=0,047); mientras que en los adenomas CTF dicha correlación fue positiva 

(r=0,690; p=0,058). Además este subtipo presentaba una correlación negativa entre 

E2F1 y Let-7a (r=-0,667; p=0,071) y una fuerte correlación entre c-myc y miR-16-1 

(r=0,762; p=0,028). 
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VII.1. Distribución de las muestras estudiadas en función de la 

clasificación de los adenomas hipofisarios 

 La clasificación más empleada de los adenomas hipofisarios se basa en las 

características anatomopatológicas de la lesión, principalmente en la tinción IHQ (3, 4). 

 En la primera fase de nuestro estudio no se realizó una selección de los 

diferentes subtipos de adenomas, por lo que la representación de éstos vino 

condicionada por la prevalencia de los mismos y la disponibilidad de material biológico 

para la realización de los estudios moleculares. Los adenomas funcionantes suelen tener 

un menor tamaño que aquellos no funcionantes, hecho que pudo haber limitado la 

representación de los mismos en la muestra global.     

 La segunda fase del estudio se realizó sobre muestras seleccionadas del 

Biobanco del HGUA procedentes del proyecto REMAH. Estas muestras provenían de 

cuatro centros hospitalarios (HGUA, Hospital de La Ribera, Hospital Universitario y 

Politécnico La Fe y Complejo Hospitalario Universitario de Albacete). Dado que no se 

pudo centralizar el estudio inmunohistoquímico en un centro y el informe 

anatomopatológico era diferente según la procedencia de la muestra (cuantitativo como 

porcentaje de células teñidas; semicuantitativo o incluso cualitativo, como tinción 

positiva o no), decidimos valorar la posibilidad de realizar una clasificación basada en la 

expresión de ARNm de las diferentes hormonas hipofisarias y receptores hormonales 

sobre toda la colección de tumores hipofisarios del Biobanco del HGUA. Esta 

clasificación fue especialmente útil tanto en aquellos casos de AH no funcionante con 

tinción positiva a varias hormonas como en los que la tinción fue negativa para todas 

ellas. Asimismo nos permitió definir el subtipo CTS, dado que algunos casos se podrían 

haber considerado como nulos al no presentar tinción IHQ probablemente por un fallo 

en el procesamiento de la hormona ACTH. En el momento actual la caracterización de 

este subtipo de AH supone una línea nueva de investigación de nuestro grupo.  

 Aunque la mayoría de autores abogan por mantener la IHQ como piedra angular 

de la clasificación de los AH, si bien añadiendo factores que permitan graduar la 

agresividad tumoral (76); otros autores postulan que se deben tener en cuenta otras 

técnicas disponibles actualmente, como la qPCR o el WB, para una clasificación más 

precisa de este tipo de tumores (77, 78). 
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VII.2. Expresión de PTTG en los adenomas hipofisarios.  

 En la primera fase no pudimos establecer patrones de expresión génica de PTTG 

al no disponer de hipófisis normales. Sin embargo, cabe destacar que encontramos 11 

tumores sin expresión de este gen (6 GT, 3 ST, 1 TT, 1 LT). Por el contrario, en la 

segunda fase del estudio sólo hallamos represión en la expresión de PTTG en 3 casos (2 

ST, 1 CT), expresando este gen el resto de tumores en rango igual o superior a las 

muestras de hipófisis normales. Aunque existen diferencias metodológicas, la mayor 

parte de autores describen una expresión de PTTG mayor en los AH que en la hipófisis 

normal, aunque hay tumores en los que se reporta represión del gen (59, 62, 63, 65). 

VII.2.1. Diferencias entre subtipos de adenoma hipofisario 

 En cuanto a la existencia de diferencias en la expresión de PTTG según el 

subtipo de AH, encontramos datos discordantes entre las dos fases del estudio. En la 

primera fase no se objetivaron diferencias entre los distintos subtipos, mientras que el 

estudio en muestras congeladas mostró tanto una expresión (FC) como un patrón de 

expresión de PTTG distinto según el subtipo de AH  de que se tratase. Estas 

discrepancias pueden ser debidas a la diferente preservación del tejido tumoral y a la 

distribución por subtipos de AH de las dos muestras. En la segunda fase los adenomas 

de estirpe corticotropa (CTF y CTS), que demostraron una mayor sobreexpresión de 

PTTG frente al resto de subtipos, supusieron un 26% del total mientras que en la 

primera fase los CTF representaban sólo un 6,5% . 

 Los datos disponibles en la literatura tampoco son homogéneos, tal y como se ha 

mostrado en la tabla II.6-1. Nuestros datos concuerdan con los de Jia y colaboradores en 

cuanto a una mayor expresión de PTTG en los adenomas CT (70). Sin embargo el resto 

de autores no encuentran esta asociación: en dos estudios existe una mayor expresión en 

los adenomas ST frente al resto (61, 69); los grupos de Filippella (63) y Tena-Suck 

(66)describen una sobreexpresión en los adenomas NF, etc. Estas discrepancias pueden 

estar justificadas por la diferente metodología empleada (IHQ, qPCR, WB) y la 

distribución por subtipos de los estudios, teniendo en cuenta que en muchas ocasiones 

sólo se clasifican según la funcionalidad.  
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VII.2.2. Diferencias según el comportamiento tumoral (invasividad, 

agresividad y / o recurrencia) 

La expresión de PTTG fue menor en los tumores invasivos en ambas fases del 

estudio al valorar la muestra globalmente. Al diferenciar por subtipos, en la primera fase 

únicamente los adenomas funcionantes en conjunto presentaron diferencias en la 

expresión de PTTG en relación con la extensión e invasividad tumoral. Todos los 

adenomas GT eran invasivos, por lo que no se encontraron diferencias en los tumores 

no funcionantes. Por el contrario, en la segunda fase del estudio sólo se evidenció una 

menor expresión de PTTG en los tumores GT invasivos (20/28). Esto refuerza la idea de 

la importancia que tiene la muestra seleccionada a la hora de valorar los resultados 

obtenidos. 

Nuestros datos contrastan con lo publicado hasta el momento ya que, aunque 

muchos autores no encuentran diferencias en la expresión de PTTG según la extensión 

tumoral o la invasión de estructuras adyacentes (61-64, 68, 69); otros investigadores 

evidencian mayor expresión de PTTG en los adenomas invasivos (59, 70-72). Sin 

embargo estos estudios son heterogéneos en cuanto a composición de la muestra, 

metodología y criterios de valoración de la extensión o invasión tumoral. En el estudio 

de Zhang (59), únicamente encuentran asociación entre la sobreexpresión de PTTG y la 

invasión del seno esfenoidal en los adenomas funcionantes (10 LT, 13 ST, 1 CT).  Jia y 

colaboradores (70) comparan la expresión de ARNm de PTTG entre macroadenomas 

con invasión del seno cavernoso, esfenoidal, tercer ventrículo o ventrículos laterales (29 

tumores: 10 NF, 4 LT, 4 ST, 7 GT, 2 CT, 1 TT y 1 mixto) y macroadenomas no 

invasivos (41 tumores: 22 NF, 2 LT, 6 ST, 7 GT, 1 CT y 3 mixtos), evidenciando una 

mayor expresión en los adenomas invasivos. Estas discordancias pueden ser debidas, al 

menos en parte, a la distribución por subtipos de la muestra ya que en nuestra opinión 

cada subtipo de AH tiene unas características únicas y las comparaciones en cuanto a las 

variables resultado deberían realizarse sólo dentro del mismo subtipo. Los metaanálisis 

publicados en 2014 (71, 72) no consideraron de suficiente calidad metodológica los 

trabajos anteriores y, valorando únicamente estudios en población asiática, encontraron 

que los tumores invasivos presentaban mayor tinción IHQ de PTTG, concluyendo que 

la expresión de este gen podría conferir un peor pronóstico. Por todo esto, consideramos 

que habría que analizar de forma homogénea la expresión de PTTG, tanto 

metodológicamente como unificando el criterio de invasión, según cada subtipo de AH.  
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Al valorar conjuntamente la invasión tumoral y la proliferación celular (medida 

ésta por el índice Ki67), hallamos en la segunda fase del estudio una mayor expresión 

de PTTG en los tumores con un grado alto de agresividad al estudiar la muestra 

globalmente, mientras que al dividir por subtipos sólo existían diferencias 

estadísticamente significativas en el caso de los adenomas GT y eran opuestas a los 

resultados previamente referidos (mayor expresión de PTTG en los tumores GT con 

agresividad baja). Estas diferencias pueden ser debidas a que el único tumor CTS con 

agresividad alta sobreexpresaba en gran medida PTTG, aunque por escaso tamaño 

muestral no se evidencian diferencias estadísticamente significativas al analizar este 

subtipo de forma aislada. Otra explicación posible es que en la muestra global la 

expresión de PTTG se asociase de forma positiva con la proliferación celular, tal y 

como describen algunos autores (63, 64). Por el contrario, en la primera fase del estudio 

no se encontró asociación entre el grado de agresividad y la expresión de PTTG, 

probablemente debido a que en este fase del estudio no existió correlación entre Ki67% 

(medido mediante IHC) y la expresión de PTTG. 

Por otra parte, no encontramos diferencias en cuanto a la expresión de ARNm de 

PTTG y la recurrencia tumoral, entendiendo ésta como un aumento mayor del 20% en 

cualquiera de los diámetros del resto tumoral durante el seguimiento. Nuestros 

resultados concuerdan con los publicados por otros autores (62, 64, 70). Sin embargo, 

existen algunas publicaciones en las que sí se demuestra una asociación entre la 

expresión de PTTG y la recurrencia tumoral. Filippella y colaboradores (63) estudian a 

27 pacientes con seguimiento mayor de un año de los que 16 tumores (7 GT, 3 NF, 2 

LT, 2 ST, 2 CT) presentaron recurrencia, definida como reaparición de hipersecreción 

hormonal en el caso de los tumores funcionantes o crecimiento / reaparición de restos 

tumorales en los tumores NF. Mediante curva COR objetivan que los adenomas con 

mayor expresión de PTTG (IHQ) y niveles altos de Ki67 presentaban un menor tiempo 

de recidiva, fijando un punto de corte para ambos de 2,9%. Por su parte, Noh (67) 

estudia 35 adenomas NF de los que 26 tumores presentan recurrencia (crecimiento de 

restos tumorales sin cuantificar): 16 temprana (antes de los 4 años) y 10 tardía (posterior 

a los 4 años de la intervención). En su trabajo la expresión de PTTG (IHQ) es mayor en 

los tumores con recurrencia temprana frente a los que no recurren, sin encontrar 

diferencias en el caso de la recurrencia tardía. Otro estudio demuestra asociación 

mediante curvas de supervivencia entre la expresión de PTTG (qPCR) y la recurrencia 
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(7/60) o la progresión tumoral (12/34) en adenomas LT (68). Una vez más, la disparidad 

en la definición de la variable resultado (recurrencia), la composición de la muestra y la 

metodología empleada pueden justificar las diferencias con nuestros resultados. 

VII.2.3. Efecto del tratamiento médico previo 

En ninguna de las dos fases del estudio se evidenciaron diferencias en la expresión 

de PTTG entre los AH que habían recibido tratamiento médico previo a la cirugía y los 

tumores sin tratamiento. Nuestros resultados concuerdan con dos trabajos realizados con 

adenomas LT (74, 75). Sin embargo, Salehi describe una menor tinción IHQ de PTTG 

en los adenomas ST que habían recibido tratamiento con SSA (9/17 tumores) (69). Las 

diferencias metodológicas (nosotros cuantificamos expresión de ARNm y Salehi valora 

tinción IHQ) pueden justificar esta diferencia, aunque habría que diseñar estudios cuyo 

objetivo principal sea valorar esta posible asociación.  
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VII.3. Expresión de E2F1 en los adenomas hipofisarios 

E2F es una familia de factores de transcripción que controlan la expresión de genes 

implicados en la progresión del ciclo celular, apoptosis, reparación del ADN y 

diferenciación celular. La desregulación de su actividad transcripcional se ha asociado 

al desarrollo de numerosos tumores humanos al dar lugar a alteraciones en la vía p16 

(INK4a)-ciclina D1- retinoblastoma (Rb). Sin embargo, E2F1 puede actuar tanto como 

oncogen como gen supresor de tumores de forma específica en cada tejido, en función 

de las diferentes vías de regulación que son dependientes del contexto celular (37, 38).  

En la muestra estudiada la expresión de ARNm de E2F1 fue diferente según el 

subtipo de AH, con un predominio de la expresión normal o aumentada en todos los 

subtipos (Figura VI.2-5). En la literatura únicamente existe un trabajo con muestras 

humanas en las que se evidencia una sobreexpresión de E2F1 en los prolactinomas (79). 

Estudios con animales han demostrado la capacidad de tumorogénesis también en 

adenomas ST (80). 

En cuanto a las características tumorales, al estudiar la muestra en conjunto la 

expresión de E2F1 se correlacionó de forma positiva con el tamaño tumoral y su mayor 

expresión se asoció con la extensión extraselar, la invasión de estructuras adyacentes y 

el grado de agresividad tumoral. Al diferenciar por subtipos de adenoma, únicamente 

los tumores ST extraselares o invasivos mostraron mayor expresión de este factor de 

transcripción frente a los tumores intraselares o no invasivos. Además los tumores con 

agresividad media alta de los subtipos ST y GT presentaban una mayor expresión de 

E2F1 que los tumores con agresividad baja. Curiosamente, sin embargo, la expresión de 

E2F1 se correlacionó de forma negativa con el tamaño tumoral en los adenomas GT, lo 

que hace pensar que en este subtipo la asociación con el grado de agresividad viene 

determinada principalmente por cambios en la proliferación celular.  

Hasta el momento no se ha valorado el papel de E2F1 como factor pronóstico en 

los AH. Su estudio en otros tipos de tumores y en cultivos celulares ha demostrado que 

se trata de una proteína con doble funcionalidad, como oncogen y como gen supresor de 

tumores(37, 38).  Parte de la capacidad oncogénica de E2F1 parece estar mediada por la 

familia de proteínas High Mobility Group (HMGA1 y 2), las cuales juegan un papel 
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importante en la formación de tumores hipofisarios (80-83). Estas proteínas actúan de 

forma diferente según el subtipo de AH, siendo uno de los mecanismos la regulación al 

alza del factor de transcripción Pit-1 que favorece la proliferación de células ST, LT y 

TT (84). Por otra parte, E2F1 también puede actuar como gen supresor de tumores en 

determinados tejidos, habiendo sido descrita esta doble función en tumores hipofisarios 

en estudios con modelos animales (79, 85-88).  

Tomando todos estos datos en conjunto, E2F1 podría actuar como oncogen en los 

AH, especialmente en el caso de los adenomas ST.   
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VII.4. Expresión de c-myc en los adenomas hipofisarios 

El proto-oncogen c-myc está implicado en la patogénesis de muchos tumores 

humanos, aunque su papel en los AH no está completamente aclarado. Este proto-

oncogen es capaz de regular tanto el crecimiento, la proliferación y la diferenciación 

celular como la apoptosis. Una de las funciones más importantes de c-myc es el control 

de la entrada en la fase S del ciclo celular mediante la regulación de la expresión de 

E2F1 tanto a nivel de su transcripción como a nivel post-transcripcional a través de 

ciertos miRNAs (89). La activación del oncogen c-myc está controlada por múltiples 

mecanismos celulares que tratan de evitar la tumorogénesis, como el arresto 

proliferativo, la senescencia y la apoptosis. Cuando estos mecanismos fallan, la 

desregulación de c-myc se ha implicado en la iniciación y progresión tumoral mediante 

la activación de la replicación y la transcripción, el aumento de la proliferación celular y 

el bloqueo tanto de la diferenciación celular como de la senescencia (90).  

En nuestra muestra la expresión de ARNm de c-myc fue distinta según el subtipo 

de AH estudiado, predominando la expresión normal o reprimida del gen. Únicamente 

los adenomas CTS presentaron sobreexpresión de c-myc (Figura VI.2-4). En cuanto a 

las características tumorales, al estudiar por subtipos encontramos un papel opuesto en 

tumores ST y GT. En el caso de los adenomas ST, c-myc se correlacionó de forma 

positiva con el tamaño tumoral y se asoció una mayor expresión de este oncogen con los 

tumores extraselares, invasivos y con agresividad media-alta. Sin embargo, en el 

subtipo GT la mayor expresión de c-myc se cuantificó en los tumores no invasivos y 

con agresividad baja. Estas diferencias pueden ser debidas a una diferente regulación de 

c-myc en función del contexto tumoral. 

En la literatura se ha descrito la expresión de c-myc aumentada en algunos tumores 

hipofisarios, sin correlación con la tasa de proliferación celular (91, 92). Estos datos 

provienen de investigaciones llevadas a cabo en la década de los 90, valorando bien 

ADNc para detectar amplificaciones génicas y reordenamientos (91), o  bien ARNm 

mediante “RNA protections assays” (92), técnica menos fiable que la qPCR. Un estudio 

más reciente valora la expresión de c-myc en AH y no encuentra diferencias en la 

expresión de c-myc total al comparar con hipófisis normales, sin mostrar tampoco 

diferencias entre subtipos de AH (16 NF, 6 ST, 6 LT, 6 CT). Sin embargo refiere una 
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menor fosforilación Thr58/Ser62 de c-myc en los AH comparado con hipófisis 

normales, sin diferencias entre los subtipos (93). La discrepancia con nuestros 

resultados probablemente sea debida a la diferente composición de la muestra estudiada. 

Por otra parte, no existen datos en la literatura que nos permitan contrastar nuestros 

hallazgos sobre la diferente expresión de c-myc en función del comportamiento de los 

AH.  Por todo esto, consideramos que sería necesario diseñar nuevos estudios para 

aclarar el papel de c-myc en cada subtipo AH.  
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VII.5. Expresión de los miR�As estudiados en los adenomas 

hipofisarios 

 La alteración en el patrón de expresión de los miRNAs tiene un papel central en 

la oncogénesis y la progresión tumoral (94-96). 

VII.5.1. Cluster Pri-miR-17~92 

Pri-miR-17~92 es un miRNA primario que al ser procesado da lugar a los 

miRNAs maduros 17, 18a, 19a, 20a, 19b1 and 92a1. Este complejo policistrónico 

proviene de la regulación de c-myc sobre su propio promotor en el locus c13orf25 del 

cromosoma 13q31.3 (97), aunque también está regulado por factores de la familia E2F 

(98). Entre sus funciones se encuentra la regulación de genes supresores de tumores 

como PTEN y p21, así como JNK2 (99), que a su vez regula la expresión del factor de 

transcripción E2F1 (39).  

En la muestra Pri-miR-17~92 mostró niveles bajos de expresión en el 93,3% 

(56/60) de los tumores, sin sobreexpresarse en ningún caso. El nivel de expresión de 

pri-miR-17~92 fue menor conforme aumentaba la expresión de los miRNAs maduros 

estudiados (miR-17-5p y miR-20a), lo que sugiere que existía un alto procesamiento en 

lugar de una baja transcripción del mismo. Por otra parte, los patrones de expresión de 

miR-17-5p y miR-20a fueron diferentes según el subtipo de AH (Figura VI.2- 10). En 

los adenomas GT y CTS predominaba la sobreexpresión de estos miRNAs. Al estudiar 

la muestra globalmente, miR-17-5p presentaba mayor sobreexpresión conforme 

aumentaba el grado de agresividad (Figura VI.2- 12). Esto podría convertir a este 

miRNA en un marcador pronóstico en los AH. Sin embargo, al no existir publicaciones 

sobre el papel de estos miRNAs en estos tumores no podemos contrastar nuestros 

resultados. Del mismo modo tampoco podemos valorar la significación de la menor 

expresión de miR-17-5p y miR-20a en los adenomas CTS que habían recibido 

previamente tratamiento con AD.  

VII.5.2. Let-7 

Let-7 es una familia de miRNAs descrita incialmente como supresora de tumores 

al regular la expresión del proto-oncogen Ras en el cáncer de pulmón (100). Se 
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encuentra regulada por c-myc, pero a su vez Let-7a es capaz de regular la expresión de 

este proto-oncogen dando lugar a un bucle regulatorio (101).  

La expresión de Let-7a fue predominantemente igual (40%) o superior (42%) a la 

de las muestras de hipófisis normal en este estudio, siendo diferente según el subtipo de 

AH (Tabla VI.2-6 y Figura VI.2- 10). Los adenomas ST presentaron mayor expresión 

de este miRNA que el resto de tumores, preponderando en este subtipo la 

sobreexpresión (86%). Otros autores han estudiado el papel de este miRNA en los AH. 

Qian y colaboradores (102) encuentran también una sobreexpresión en los adenomas 

ST, aunque en los tumores CT y GT refieren que Let-7 se encuentra reprimido en un 

58% y 35% de los tumores respectivamente. Estas diferencias pueden ser debidas a que 

estos autores valoran la expresión de varios miembros de la familia Let-7 mientras que 

nosotros sólo estudiamos a Let-7a. Sin embargo, Amaral y colaboradores (103) refieren 

también menor expresión de Let-7a en 11 adenomas CT comparados con muestras de 

hipófisis normales. Cabe señalar que los resultados no son del todo equiparables, ya que 

en su caso no utilizan el mismo método de comparación de los niveles de expresión 

entre las muestras tumorales y las muestras control.  

En nuestra muestra Let-7a no se asoció a las varibales clinicopatológicas 

estudiadas, pero este miRNA presentaba una correlación negativa con la expresión de 

E2F1, lo que sugiere que podría tener un papel como supresor de tumores. Aunque 

Amaral (103) no encuentra asociación entre Let-7a y el tamaño tumoral o la tasa de 

remisión tras la cirugía, otros estudios en AH han demostrado que la represión de Let-7 

se asocia con tumores invasivos y con la sobreexpresión de oncogenes como HMGA2 

(102), regulado éste por E2F1. Por tanto, aunque precisa confirmación, Let-7a parece 

tener un comportamiento supresor tumoral en los AH. 

VII.5.3. Cluster miR-15a and miR-16-1 

Los genes del cluster miR-15a y miR-16-1 están localizados en el cromosoma 

13q14. La delección de éste, que también afecta al gen Rb, se describió en primer lugar 

en la leucemia linfoblástica crónica B y posteriormente se ha comprobado en AH, 

asociada además a una mayor agresividad tumoral (42, 104, 105). Estos miRNAs, 

regulados también por c-myc, inhiben la proliferación celular y promueven la apoptosis, 

por lo que son considerados supresores de tumores (106, 107). 
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En nuestra muestra los patrones de expresión de miR-15a y miR-16-1 fueron 

diferentes según el subtipo de AH (Figura VI.2-10). En los adenomas GT, CTS y CTF 

predominaba la expresión baja de miR-15a, pero el 66,7% de los tumores ST 

sobreexpresaban este miRNA. Por otro lado, miR-16-1 se expresaba de forma similar o 

superior a la hipófisis normal en la mayoría de tumores, encontrándose sobreexpresión 

del mismo en el 93,3% de los adenomas ST. Este cluster ha sido estudiado previamente 

en AH con resultados no concordantes con los nuestros. Amaral y colaboradores 

describen represión de estos miRNAs en 11 adenomas CT (103). Nuestros resultados 

son similares en cuanto a miR-15a, pero en el caso de miR-16-1 sólo un tumor CT 

reprimía este miRNA. Sin embargo se debe tener en cuenta que este grupo presenta 

datos de nivel de expresión, sin determinar patrones de expresión por lo que la 

comparación tampoco es directa con nuestros resultados. Se debería estudiar en 

muestras más amplias y con la misma metodología la expresión de miR-16-1 en los 

adenomas CT. Otro trabajo publicado valora la expresión de estos miRNAs en 10 

adenomas ST y evidencia una regulación a la baja de ambos (105). Sin embargo, existen 

diferencias metodológicas dado que emplean una PCR semi-cuantitativa. Además la 

composición de la muestra fue diferente en cuanto al sexo (el porcentaje de hombres en 

su trabajo fue de 7/10 comparado con 6/15 en nuestro estudio), lo cual puede tener 

importancia ya que la expresión de ambos miRNAs en los adenomas ST fue menor en 

los hombres según nuestros resultados [miR-15a: hombres 1,43 (0,63-2,20) vs mujeres 

6,34 (2,20-6,73) FC, UMW p= 0,059) y miR-16-1: hombres 2,97 (2,06-4,52) vs mujeres 

3,51 (0,63-7,67) FC, UMW p= 0,034)].  

En cuanto a las características clinicopatológicas del tumor, ninguno de estos 

miRNAs se asoció con la extensión o agresividad tumoral en este trabajo. Sin embargo, 

las muestras obtenidas en una reintervención expresaban menor miR-16-1 que las 

muestras de pacientes que se intervenían por primera vez (Figura VI.2-15). Además este 

miRNA se correlacionó de forma negativa con la expresión de E2F1, lo que apoyaría 

que miR-16-1 se comportase como supresor tumoral en los AH. La demostración de una 

correlación negativa de miR-16-1 con el diámetro tumoral llevada a cabo por Bottoni 

(105), junto con una menor expresión del mismo en macroadenomas invasivos 

comparados con macroadenomas no invasivos evidenciada por Renjie (108) también 

sugeriría un papel protector de este miRNA. 
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En cuanto al hallazgo de una menor expresión de miR-15a y miR-16-1 en los 

adenomas CTS que habían recibido previamente tratamiento con AD no existen datos 

con los que contrastar su causa y significado. Una posible explicación sería que los 

adenomas no funcionantes con un peor comportamiento fuesen los que recibiesen este 

tratamiento para intentar frenar su crecimiento hasta que el paciente fuese intervenido.  
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VII.6. Regulación de PTTG 

La regulación de PTTG es compleja y en ella se involucran numerosos factores 

tanto intrínsecos como extrínsecos a la célula. Existen datos en la literatura que apoyan 

la regulación de PTTG por E2F1, como la co-sobreexpresión y la inmunoprecipitación 

de E2F1 unido al promotor de PTTG (36). Este trabajo apoya dicha regulación en los 

AH, aunque varía y parece ser específica de cada subtipo de AH.  

VII.6.1. Adenomas gonadotropos 

En estos AH la sobreexpresión de E2F1 se asoció con una menor expresión de 

PTTG (Figura VI.2-9). De hecho, en los tumores GT no invasivos E2F1 (FC) se 

correlacionó de forma negativa con PTTG (FC) (r= -0,738, p= 0,037). Estos datos 

concuerdan con el hallazgo de que en este subtipo los tumores con agresividad media-

alta, expresaban menor PTTG y mayor E2F1 que los tumores con agresividad baja. 

En este subtipo, la expresión de PTTG se correlacionó de forma negativa con pri-

miR-17~92, lo cual podía explicar la relación entre E2F1 y este gen. Los miRNA 

maduros de este pri-miR controlan la transición a la fase celular G1 en la que también 

están implicados tanto E2F1 como PTTG. La actuación de estos miRNAs podría dar 

lugar a la acumulación prematura de E2F1, formando un bucle regulatorio (36, 41, 43, 

97) que conllevaría a una menor expresión de PTTG. 

VII.6.2. Adenomas corticotropos silentes 

En los adenomas CTS la sobreexpresión de E2F1 se asoció con una mayor 

expresión de PTTG, al contrario de lo que ocurre en los adenomas GT (Figura VI.2-9).  

A parte, PTTG se correlacionó de forma positiva con miR-17-5p and miR-20a, mientras 

que E2F1 lo hizo de forma negativa con pri-miR-17~92. En este subtipo de adenoma 

existía una sobreexpresión importante de los miRNAs maduros, probablemente debido a 

un alto procesamiento del pri-miR. Estos datos sugieren que la vía c-myc-E2F1- cluster 

miR-17~92 –PTTG está aumentada en los adenomas CTS. Sin embargo no existen 

datos publicados con los que contrastar esta hipótesis.  
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VII.6.3. Adenomas corticotropos funcionantes 

Los adenomas CTF no presentaron asociación entre la expresión de PTTG y los 

genes y miRNAs estudiados.  Sin embargo, los mayores niveles de expresión de PTTG 

se daban en este subtipo y éstos se correlacionaron de forma negativa con el tamaño 

tumoral, por lo que el papel de este gen en los adenomas CTF podría ser protector. Son 

necesarios, por tanto, nuevos estudios que investiguen otras vías de regulación de PTTG 

en los este subtipo de AH. 

VII.6.4. Adenomas somatotropos 

En este subtipo de AH no encontramos asociación entre la expresión de PTTG y  

E2F1. Sin embargo, PTTG se correlacionó de forma negativa con miR-20a y Let-7a, 

ambos bajo regulación de c-myc. Aunque en la muestra no se aprecie asociación entre 

estos miRNAs y c-myc, este gen sí que se correlacionó de forma positiva con miR-17-

5p, habitualmente co-expresado con miR-20a, por lo que podría existir un bucle 

regulatorio negativo entre c-myc y PTTG en los adenomas ST. Dado que tanto la 

expresión de miR-17-5p en la muestra global como la expresión de c-myc en los 

adenomas ST se asociaron a un peor pronóstico, el papel de PTTG podría ser protector 

en este subtipo de AH.  

 

. 
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El estudio realizado puede presentar algunas limitaciones, que quedan recogidas en los 

siguientes apartados: 

1. La clasificación molecular de los AH empleada en la segunda fase del estudio no 

está validada. 

 

2. Para el estudio de la regulación génica es preciso contar con cultivos celulares en 

los que realizar transfección de genes o con modelos animales knock-out. Aún así la 

regulación de PTTG por E2F1 ya ha sido previamente probada en modelos de cultivos 

celulares y se ha comprobado que el factor de transcripción E2F1 actúa a nivel del 

promotor de PTTG, lo que refuerza la asocación entre la expresión de ambos genes.  

 

3. La variable agresividad se ha definido basándonos en los criterios empleados por 

numerosos autores para valorar un peor pronóstico (invasión de estructuras adyacentes y 

alto índice proliferativo). Sin embargo, dicha variable no está recogida como tal en la 

mayoría de trabajos publicados. 

 

4. En la segunda fase del estudio no se han evaluado todos los subtipos de AH.  

 

5. El tamaño muestral de cada subtipo puede condicionar que no se encuentren 

asociaciones estadísticamente significativas entre las variables estudiadas. 

 

6. La variable reintervención se encuentra limitada al no poder discernir si se trata 

de persistencia de restos tras la primera operación o se debe al crecimiento de los 

mismos o recurrencia tumoral.  

  

7. El estudio del efecto de la medicación sobre la expresión de los genes y miRNAs 

puede estar artefactado por la indicación preoperatoria del tratamiento. 
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1. La expresión de PTTG es diferente según el subtipo de AH y viene condicionada 

por una regulación distinta:  

a. En los adenomas GT, E2F1 regula de forma negativa la expresión de 

PTTG, estando involucrado el cluster pri-miR-17˷92. 

b. En los adenomas CTS, la expresión de PTTG está asociada de forma 

positiva con E2F1, involucrándose también el cluster pri-miR-17˷92. 

c. En los adenomas ST, la expresión de PTTG podría estar regulada por 

los miRNAs Let-7a y cluster pri-miR-17˷92 controlados por c-myc. 

d. En los adenomas CTF, PTTG formaría un bucle regulatorio con los 

miRNAs del cluster pri-miR-17˷92. 

 

2. La expresión de PTTG se asocia a buen pronóstico en los adenomas GT al no 

venir determinada por la vía c-myc/E2F. 

 

3. El factor de transcripción E2F1 se expresa de forma distinta en los AH y se 

asocia a mal pronóstico en los adenomas GT y ST. 

 

4. El proto-onocgen c-myc se expresa de forma distinta según el subtipo de AH, 

estando asociado a buen pronóstico en los adenomas GT y a mal pronóstico en los 

adenomas ST. 

 

5. El miRNA miR-17-5p podría ser un marcador de agresividad en los AH. 

 

6. Los miRNAs Let-7a y miR-16-1 actúan como supresores de tumores en los AH. 
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AH: adenomas hipofisarios 

Cnn: número de copias normalizado 

COR: curva característica del receptor 

CTF: adenoma corticotropo 

CTS: adenoma corticotropo silente 

ADN-PK: proteín- cinasa dependiente de ADN 

FC: fold change 

GT: adenoma gonadotropo 

HMGA: High Mobility Group A 

IHQ: inmunohistoquímica 

LT: adenoma lactotropo 

NF: adenoma no funcionante 

OMS: Organización Mundial para la Salud 

PTTG: pituitary transforming tumor gene 

qRT-PCR: reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real 

Rb: retinoblastoma 

ST: adenoma somatotropo 

TT: adenoma tirotropo 

WB: western blot
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