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RESUMEN

La autofagia es un proceso de autodegradacion celular, caracterizado por la formacion
de vesiculas que secuestran componentes celulares que se degradan en los lisosomas.
Las proteinas Beclina 1 y LC3 participan en las fases de activacion y formacion del
autofagosoma por lo que ambas se consideran marcadoras fundamentales del proceso.
Los tumores adenohipofisarios son lesiones proliferativas benignas frecuentes del
SNC, aunque algunos pueden ser localmente agresivos y dar metastasis. Los reportes
con relacion a la macroautofagia y tumorogénesis hipofisaria son muy escasos, por tal
motivo nos propusimos analizar la participacion de este mecanismo durante el
desarrollo proliferativo adenohipofisario experimental y su relacion con reguladores
del ciclo celular y evaluar si estd presente en adenomas hipofisarios humanos. Se
utiliz6 un modelo de prolactinoma experimental en ratas de la cepa F344 estimuladas
con benzoato de estradiol (BE) y un grupo de adenomas funcionantes humanos.

La estimulacion con BE indujo un proceso proliferativo hiperplasico/adenomatoso, en
el que se apreci6 a nivel subcelular, elementos vesiculares compatibles con
autofagosomas. Se evidenci6 un incremento significativo de las moléculas reguladoras
del ciclo celular p53 y p21 en todos los tiempos de estimulacién respecto al control.
Beclina 1 demostrd6 su maximo nivel de expresion a los 20 dias de estimulacién
(estadio hiperpléasico-adenomatoso), mientras que LC3, a los 30 dias (estadio
adenomatoso glandular). Beclina 1 se correlaciond directamente con p53, y el
incremento significativo de p21 se correlaciond positivamente con ambas moléculas
marcadoras de autofagia. EI 60% de los adenomas hipofisarios humanos presentd
evidencias morfoldgicas ultraestructurales y moleculares (Beclina 1 y LC3) del
mecanismo autofagico. Se demostrd una asociacion significativa entre el tamafio
tumoral (macroadenoma) y la expresién de Beclina 1y LC3.

En conclusidon, la macroautofagia seria un mecanismo celular y molecular que
participariaen el desarrollo adenomatoso hipofisario en interrelacion con las moléculas
reguladoras del ciclo celular,vinculandose al mayor tamarfio de las lesiones y actuando
posiblemente en el control del crecimiento tumoral. Esto la convierte en un proceso de

gran interés para la investigacion endocrinoldgica y un posible blanco terapéutico.
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ABSTRACT

Autophagy is a process of cellular self-degradation, which is characterized by the
formation of vesicles which sequester intracellular components to degrade in the
lysosome.The Beclin 1 and LC3 proteins are involved in the activation and formation
of the autophagosome phases, being both molecules considered essential markers to
monitor this process. Pituitary tumours are very common and benign, although some of
them can be locally aggressive and metastasize.There are few reports of the
participation of macroautophagy in pituitary tumorigenesis, for this reason we decided
to analyze this mechanism in an experimental model and its association with cell cycle
regulators and to evaluate whether it is present in functioning human pituitary
adenomas.

An experimental prolactinoma model was used stimulating with estradiol benzoate
(BE)Fischer 344 rats and a group of human functioning adenomas (n: 33) was
analyzed.Stimulation with BE induced a hyperplastic adenomatous proliferative
process, with vesicular elements compatible with autophagosomes at the subcellular
level.A significant increase compared with control was evident in regulatory molecules
of the cell cycle p53 and p21 (p <0.05). Beclin 1 demonstrated the highest at 20 days of
stimulation (hyperplastic adenomatous stage), while LC3 at 30 days (adenomatous
glandular stage).Beclin 1 demonstrated a direct correlation p53, and p21 significant
increase was positively correlated to both marker molecules autophagy. The 60%
human pituitary adenomas evidenced ultrastructural morphological and molecular
(Beclin 1 and LC3) signs of the autophagic mechanism. A significant association
between tumour size (macroadenoma) and expression ofBeclin 1 and LC3 was
demonstrated.

In conclusion, macroautophagy is a cellular and molecular mechanism that participates
in the pituitary adenomatous development associated with the regulatory molecules of
the cell cycle, being linked to the macroadenomas,and acting on the control of tumour
growth, being a process of great interest for clinic and endocrinologicalresearch as a

possible therapeutic target.
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ABREVIATURAS

ug: Microgramo

ul: Microlitro
ADN: Acido desoxirrobonucleico
ADP: Adenosina difosfato.

AMBRA 1: Activating molecule in BECN1-regulated autophagy protein 1

AMP: Adenosina monofosfato

AMPK: Proteina quinasa activada por AMP

AKT: Serina treonina proteina quinasa

ARF: ADP-ribosylation factor

ARN: Acido ribonucleico

ATP: Adenosina trifosfato

Atg: Proteinas relacionadas con la autofagia

Bcl2: B-cell lymphoma 2. Proteina inhibidora de Beclina 1
BECN 1: Gen que codifica la proteina Beclina 1

Bif- 1. Bax-interacting factor 1

BNIP3: Proteina 3 miembro de la familia de proteinas Bcl 2.

BRC: Bromocriptina

Brgl: Brahma-related gene-1

°C: Grado Celsius

C: Control

CAB: Cabergolina

cm: Centimetro

CMA: Autofagia mediada por chaperonas
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DRAM: DNA damage-regulated autophagy modulator protein 1
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EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

ERKSs: Extracellular signal-regulated kinases

ESR1y ESR2: Receptores nucleares de estrégenos tipo 1y 2
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FGF4:Factor de crecimiento fibroblastico 4
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GPERL1: Receptores de membrana acoplados a proteina G
GTP: Guanosina trifosfato

GTPasa: Enzima guanosina trifosfatasa

h: Hora
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HIF-1a: Factor-1a inducible por hypoxia

HMGB 1: High mobility group box 1 protein

HSP: Proteinas de choque térmico
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LAMP-2: Lysosome-associated membrane protein 2
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LPS: Lipopolisacaridos

MET: Microscopia electronica de transmision

mg: Miligramos

min: Minutos

ml: Mililitro

mTOR: Mammalian Target of Rapamycin

mMTORC1: Complejo 1 del diana de rapamicina en mamiferos
mMtESR: Receptores estrogenicos mitocondriales

nm: Nanoémetros

NO: Oxido nitrico

NOS3: Enzima 0xido nitrico sintasa 3

p62/ SQSTML1: Secuestoma 1

PBS: Phosphate buffered saline

PINK 1: PTEN-induced kinase 1

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

Palb2: Partner and localizer of BRCA2.

PKA: Proteina quinasa A dependiente de AMPc
PTEN:Fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa

PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis

Rab7: Ras-related protein Rab-7
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ROS: Especies reactivas de oxigeno
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SLAM: Signaling lymphocytic activation molecule
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SRL: Anélogos de somatostatina

TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta

TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand

ULKZ1: Unc-51-like kinase 1. Proteina del complejo iniciador de autofagia.
UVRAG: UV Radiation Resistance Associated Gene. Gen asociado a la resistencia a la

radiacion UV.
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VMP 1: Vacuole membrane protein 1
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INTRODUCCION

AUTOFAGIA: DEFINICION

Autofagia es un término que proviene del griego antiguo “avsdégacoc” y
significa “autoalimentacion”. El mismo hace referencia a los procesos por los cuales
los componentes celulares disfuncionales se degradan dentro de la célula a través de la
accion de las enzimas lisosomales. Los elementos del citoplasma, incluidas organelas,
son secuestradas y se trasladan a la luz de los lisosomas, donde se descomponen en
particulas basicas y se devuelven al citosol para su reutilizacion. La autofagia es una
propiedad morfoldgica comin en las células agonicas y, por lo tanto, se presumio
durante mucho tiempo como una via de muerte celular. Sin embargo, una de sus
funciones principales es mantener las células vivas bajo condiciones estresantes que de
otra manera podrian conducir a la muerte celular (1). La autofagia participa en
situaciones fisioldgicas cumpliendo una serie de funciones vitales, como la
homeostasis de los aminoacidos durante la falta de nutrientes, el desarrollo embrionario
previo a la implantacidn, el envejecimiento, la eliminacion de patogenos intracelulares
y regulacién de la inmunidad innata y adaptativa (2). Asi también, ha sido ampliamente
implicada en procesos patologicos como el cancer, trastornos metabdlicos y
neurodegenerativos, enfermedades cardiovasculares y pulmonares (3). La autofagia
tiene la caracteristica de regularse en forma dindmica. Su actividad suele ser baja en
condiciones basales, pero hay una serie de estimulos que pueden conducir a su
activacion. La escasez de nutrientes es el inductor mas conocido de la autofagia, pero
otros estimulos de estrés bioldgico como la hipoxia, el agotamiento de energia, la
estimulacion hormonal o los agentes farmacoldgicos también pueden incrementar su
actividad en las celulas (4).

Las respuestas autofagicas que caracterizan a este proceso son: (a) participacion
de material y maquinaria citoplasmatica; y (b) dependencia estricta de la degradacion
lisosomal. Aunque los sustratos de la autofagia pueden ser enddgenos, como
mitocondrias dafiadas y fragmentos nucleares, 0 exdgenos, como virus o bacterias que
escapan de los fagosomas, siempre actla a través de estructuras membranosas de

acceso libre a las proteinas citosélicas (5). Esta caracteristica es importante para
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discriminar las respuestas autofagicas de otras vias de trafico vesicular que se originan
en la membrana plasméatica y que también culminan en la degradacion lisosomal.
Dichos procesos endociticos (que se han denominado como "heterofagia™ en el
pasado), incluyen la fagocitosis (absorcion de material particulado por macrofagos y
celulas dendriticas inmaduras u otras celulas); la endocitosis mediada por receptores
(captacion de material extracelular impulsado por receptores de membrana plasmaética)
y la pinocitosis (captacion relativamente inespecifica de fluidos extracelulares y

moléculas pequenas) (6) (7).

TIPOS DE AUTOFAGIA

Al presente se han definido tres tipos de autofagia en células de mamiferos:

microautofagia, autofagia mediada por chaperonas (CMA), y macroautofagia. Si bien
cada una es morfolégicamente distinta (Figura 1), las tres culminan en la entrega de

carga al lisosoma para su degradacion y reciclaje (8).
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Macroautofagia
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Figura 1: Esquema que representa los tres tipos de autofagia en células eucariotas. En la
macroautogafia se origina denovo una vesicula de doble membrana, el autofagosoma. En la
autofagia mediada por chaperonas, proteinas mal plegadas son transportadas directamente a
través de la membrana del lisosoma. La microautofagia implica la captacion directa de los
elementos a fagocitar a través de invaginaciones de la membrana lisosomal. Adaptado de (9)
Parzych KR, Klionsky DJ. An overview of autophagy: morphology, mechanism, and
regulation. Antioxid Redox Signal. 2014. 20;20(3):460-73). Disefio realizado en
BioRender.com

Microautofagia

Es una forma de autofagia descripta en plantas, asi como en células de
mamiferos (10) (11), donde las porciones citoplasmaticas destinadas a la degradacion
son directamente invaginadas a través de la membrana lisosomica. La microautofagia
es importante en el mantenimiento del tamafio de las organelas, la homeostasis de la

membrana y la supervivencia celular bajo restriccion de nitrégeno (12).

Autofagia mediada por chaperona

La CMA implica el traspaso directo de proteinas citosélicas al lisosoma para su

degradacion. Su caracteristica distintiva es que no se requiere de vesiculas ni
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invaginaciones de membrana para alcanzar a los lisosomas, ya que utiliza un complejo
proteico de translocacion en la membrana de estos (13).

En la CMA se degradan proteinas solubles que tienen la secuencia KFERQ de 5
aminoacidos (Lys-PHe-Glu-Arg-GlIn), unido a HSPAS8 (14). Se ha demostrado que la
CMA opera sobre una multitud de proteinas citosélicas, por lo que ejerce funciones
reguladoras importantes en diferentes escenarios fisiopatoldégicos como el metabolismo
(15) (16), la preservacion de la integridad del genoma (17), envejecimiento (18) (19)

(20), activacion de celulas T (21), neurodegeneracion (22) y oncogénesis (23).

Macroautofagia

La macroautofagia (o simplemente autofagia) es distinta de la microautofagia y
la CMA, porque el sitio inicial de secuestro ocurre lejos de la membrana del lisosoma e
involucra la formacion de vesiculas citosolicas que transportan la carga a esta organela.
La caracteristica morfoldgica que hace que la macroautofagia sea Unica de otros
procesos de trafico mediados por vesiculas intracelulares, es que las vesiculas
secuestrantes, denominadas autofagosomas, se forman denovo, es decir, por expansion

y no en una organela preexistente, que ya contiene carga (24).

MECANISMOS MOLECULARES DEL PROCESO AUTOFAGICO

El proceso de autofagia comienza con una estructura de membrana en
expansién denominada fagoforo que envuelve porciones del citoplasma. Esto conduce
a la formacion de una vesicula secuestrante de doble membrana, denominada
autofagosoma. Estos se fusionan posteriormente con lisosomas, liberando su contenido
a la luz lisosomal y conformando el autolisosoma. La parte interna de la membrana del
autolisosoma, junto con la carga se degrada, y las macromoléculas resultantes se

liberan al citosol a través de permeasas para su reciclaje (25).
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ETAPAS DEL FLUJO AUTOFAGICO

1. Inducciény formacion del fagoforo

El mecanismo molecular de la autofagia involucra varias proteinas Atg
(proteinas relacionadas con la autofagia). El fag6foro es un compartimiento
secuestrador primario de doble membrana que se forma en respuesta a varios
estimulos: inanicion de nutrientes, hipoxia, presencia de ROS, infeccion, dafio en el
ADN entre otros (26). La fuente de membrana que constituye el fagéforo es muy
debatida, pero varios estudios han implicado a la membrana plasmaética (27) (28), al
RE (30), al complejo de Golgi (31) y las mitocondrias (32) como posibles fuentes. A
medida que el fagéforo se expande, la membrana se dobla para finalmente generar un
autofagosoma esférico. En este paso de iniciacion participan dos complejos de
proteinas: uno contiene al PI3K clase 111/ Vps34, Atg6/Beclinal, Atgl4 y Vps15/p150,
y el otro complejo incluye una serina-treonina quinasa Atgl/ULK1 que es un regulador
positivo esencial de la formacion de autofagosomas (Figura 2). Cuando los nutrientes
son abundantes, la union del complejo ULK1 a mTORC1 inhibe la autofagia. El
MTORC1 es un regulador negativo muy importante de este mecanismo. Al fosforilar
ULK1, mTOR inhibe el inicio de la autofagia. En situaciones de inanicion o
insuficiencia de energia, MTORC1 se disocia del complejo ULKL1, liberandolo para
desencadenar la nucleacion y el alargamiento del autofagosoma. La actividad quinasa
de Atgl requiere la funcion de otras dos proteinas de autofagia, Atgl3 o Atg8 y Atgl7
(33). Beclina 1, homdlogo de Atgé en mamiferos, cumple un rol fundamental en la
activacion de la autofagia junto a PIK3 Clase Ill, y por ello se usan como moléculas
marcadoras para monitorear este proceso. Entre las funciones de Beclina 1 se destaca
su importante aporte para asegurar la estructura y funcion normal de los autofagosomas
y para garantizar el correcto flujo de autofagia (34). En este sentido Beclina 1
interactia con diferentes cofactores (Atgl4L, UVRAG, Bif-1, Rubicon, Ambral,
HMGBL1, nPIST, VMP1, SLAM, IP3R, PINK vy survivin) para formar los complejos de
iniciacion de autofagia y también se inhibe al unirse a la proteina antiapoptotica Bcl2
(35). La autofagia se induce cuando Beclina 1 se libera de Bcl2, sin embargo, es
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importante tener en cuenta que la autofagia también puede inducirse de manera

independiente de Beclina 1 (36).
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Figura 2: Esquema de la induccién y formacion de fagdforo. En estos procesos participan
diversas clases de estimulos y dos complejos multiproteicos. Disefio realizado en
BioRender.com

2. Formacién del autofagosoma

La extension del fagoforo resulta en la formacion del autofagosoma, que es
también un orgénulo de doble membrana. Este es un paso de simple secuestro y no se
produce degradacion enzimatica. Para esta etapa se requieren dos vias de conjugacion
de tipo ubiquitina, ambas catalizadas por Atg7 (Figura 3). La primera conduce a la
conjugacion de Atg5-Atgl2 que luego forma un complejo multimérico con Atgl6L
que posteriormente se asocia con la membrana externa del autofagosoma (37). La
conjugacion Atg5-Atgl2 no depende de la activacion de la autofagia y una vez que se
forma el autofagosoma, el complejo Atg5-Atgl2-Atgl6L se disocia de la membrana,
por lo que se convierte en un marcador relativamente insuficiente de autofagia (38). El
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segundo sistema implicado en la formacion del autofagosoma da como resultado el
procesamiento de la proteina 3 de cadena ligera asociada a microtibulos (LC3)
(conjugacion con FE), que esta codificada por su proteina homodloga en levaduras:
Atg8.

Fase de elongacion y formacion del autofagosoma

[ S I Atg9 ] —’

[ WIPI1/2 I VMP1 ]

Sistema de conjugac:on Lc3 Sistema de conjugacién Atg12

LC3 |
A

Autogafosoma

Created in BioRender.com bio

Figura 3: Esquema de la fase de elongacion y formacién del autofagosoma. Participan
dos sistemas de conjugacién, uno de ellos requiere el procesamiento de LC3 mediado por
Atg7. FE: fostatidiletanolamina. Disefio realizado en BioRender.com

Tras la induccién de la autofagia, LC3, expresada en la mayoria de los tipos
celulares como una proteina citosolica, es fragmentada proteoliticamente por Atg4 para
generar LC3-1 (16 kDa) que sera activada por Atg7 y luego transferida a Atg3 seguido
de conjugacion a fosfatidiletanolamina(FE) para generar LC3-11 (18 kDa). La LC3-1I
procesada se recluta en el fagoforo en crecimiento, dependiendo su integracién de
Atg5-Atgl2. A diferencia de Atg5-Atgl2-Atgl6L, LC3-11 se encuentra tanto en la

superficie interna como en la externa del autofagosoma, donde es necesaria para la

22



expansion y terminacion de la membrana autofagica y juega un papel importante en la
seleccion de carga para la degradacién, como asi también en la fusion del
autofagosoma con el lisosoma (39). Durante la autofagia se incrementa la sintesis y el
procesamiento de LC3. Después del cierre del autofagosoma, el complejo Atg16-Atg5-
Atg12 se disocia del mismo, mientras que una proporcion de LC3-11 permanece unida
covalentemente a la membrana y, por lo tanto, se la considera un excelente marcador
de autofagia y es la proteina mas estudiada con relacion a este proceso. A continuacion,
el autofagosoma completo esta listo para fusionarse con el lisosoma y Atg4 escinde el
LC3-11 unido a la membrana externa del FE y lo libera nuevamente al citosol (33).

El tamafio del autofagosoma varia segun el organismo y el tipo de carga. En
levaduras mide aproximadamente de 0.4 a 0.9 um y en mamiferos de 0.5 a 1.5 um
(40).

3. Fusion con el lisosoma

Cuando el autofagosoma llega a su destino, su membrana externa se fusiona
con la membrana lisosomal (41). El producto de esta union en las células de mamiferos
se denomina autolisosoma, requiriendo de la proteina de membrana lisosomica LAMP-
2y GTPasa Rab7 (24) (Figura 4).

4. Degradaciony reciclado del material fagocitado

Finalmente, la membrana interna del autolisosoma y la carga autofagica se
exponen a la acidez y a las hidrolasas lisosomales, donde son degradadas y
posteriormente los componentes resultantes se exportan de nuevo al citoplasma a
través de permeasas para ser reutilizados por la célula en procesos biosintéticos o para
generar energia (42).

Se identificaron a Atg22 y otras permeasas vacuolares (Avt3 y Avt4) como
transportadores de aminoacidos durante el proceso de autofagia en levaduras,
contribuyendo a comprender los mecanismos del reciclaje de nutrientes. Estas
permeasas participan del ultimo paso en el proceso de degradacion y reciclaje (43)
(Figura 4).
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En mamiferos la autofagia a menudo converge con la via endocitica, por lo
tanto, antes de la fusién con los lisosomas, los autofagosomas también pueden
fusionarse con los endosomas tempranos o tardios para formar anfisomas, que luego se

fusionan con los lisosomas para convertirse en autolisosomas (44).
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Figura 4: Esquema de las fases de fusion con el lisosoma y degradacion del material
fagocitado. Luego los componentes resultantes son devueltos al citosol para reutilizarse.
Disefio realizado en BioRender.com

REGULACION DE LA MACROAUTOFAGIA

La macroautofagia ayuda a las céelulas a responder a una amplia gama de

situaciones estresoras intra y extracelulares (26) (Figura 5).
Para analizar la regulacion molecular de este proceso tomaremos como ejemplo
el estado de inanicion por la falta de nutrientes a nivel celular. En esta situacion

fisiopatoldgica participan dos vias: PKA y mTOR. Estas vias detectan principalmente

24



carbono y nitrdgeno, respectivamente (45). En mamiferos, la inhibicion de la
macroautofagia ocurre al menos parcialmente a través de la fosforilacion de LC3 por
PKA (46). Por otro lado, los aminoacidos regulan las proteinas RAG, pequefias
GTPasas relacionadas con RAS el que activa mTORC1 (47).
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Figura 5: Regulacién de la macroautofagia. En este esquema se aprecian tres de los
principales reguladores de la macroautofagia: PKA, AMPK y MTORCI1. Las flechas
verdes y las barras rosas indican activacion o inhibicién de una molécula blanco,
respectivamente. (Adaptado de Parzych KR, Klionsky DJ. An overview of autophagy:
morphology, mechanism, and regulation. Antioxid Redox Signal. 2014. 20; 20(3):460-73).
Disefio realizado en BioRender.com
Se han descripto algunas intercomunicaciones entre las vias de deteccion de
carbono y nitrégeno, en estudios que demostraron que PKA puede fosforilar y, por lo
tanto, activar mTORCL1 (48). PKA también puede activar indirectamente mTORC1 a
través de la inactivacion de AMPK (49). AMPK no es simplemente un sustrato de
PKA, es la principal quinasa sensible a la energia celular y responde a los niveles
intracelulares de AMP/ATP para regular una variedad de procesos celulares, incluida la

macroautofagia (50). Bajos niveles de energia inducen a AMPK que fosforila y activa
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el complejo TSC1/2, inhibiendo indirectamente la actividad de mTORCL1 (51) pero,
alternativamente, AMPK puede inhibir directamente mTORC1 (8). Varios estudios
demuestran que AMPK fosforila y activa ULK1 para inducir macroautofagia
(52)(53)(54). También se ha observado que un aumento en las concentraciones
citosélicas de Ca?* resultantes del estrés del RE, conducen a que la proteina quinasa 2
dependiente de calcio / calmodulina beta (CAMKK2/CaMKKf) active AMPK e
induzca macroautofagia (55). Otra forma en que el estrés del RE puede inducir
macroautofagia es a través de la sefializacion de respuesta a proteinas mal plegadas
(UPR). La acumulacion de estas proteinas en el RE puede ser causada por una variedad
de factores estresantes celulares e inducir macroautofagia. Sin embargo, el papel de la
macroautofagia en respuesta al estrés del RE no esta totalmente claro, ya que algunos
estudios informan que mejora la supervivencia celular, mientras que otros sugieren que
puede provocar la muerte celular autofagica (56). Ademéas de la sefializacion de
insulina y aminoacidos, se ha informado sobre la participacion de otros factores en la
regulacion de la autofagia. Estos incluyen Bcl2, ROS, BNIP3, pl9 ARF, DRAM,
calpaina, TRAIL, FADD vy IP3 (40). Otros reguladores de la autofagia incluyen
UVRAG (gen asociado a la resistencia a la irradiacion UV), que interactia a través de
la region en espiral de Beclina 1. Se demostré que UVRAG es miembro del complejo
PI3K clase Il y un regulador positivo de la autofagia. Ademas, Ambral, que se
expresa principalmente en los tejidos neurales y es indispensable para el desarrollo
normal del tubo neural, es una proteina que interacta con Beclina 1 y demostr6é que
regula positivamente la autofagia dependiente de esta molécula (36).

El 17 B estradiol (E2) es el principal estrogeno enddgeno en mamiferos y es una
hormona que juega un papel importante no sélo en el desarrollo de las caracteristicas
sexuales secundarias femeninas, sino también en el desarrollo éseo, la proteccion del
sistema cardiovascular y la homeostasis (57). Se ha demostrado que los estrogenos
participan en los mecanismos de regulacion de la autofagia (58) (59). EI E2 puede
promover este proceso en diferentes situaciones (60) (61), pero cuando el mismo ha
sido estimulado por ejemplo por hipoxia, LPS, lesién de la médula espinal u
ovariectomia, el E2 muestra un efecto restrictivo sobre la expresion de genes de Atg
(62) (63) (64) (65).

26



A través de la via clasica o gendmica, los receptores estrogénicos (ESR) 1y 2
regulan la expresion de genes diana, incluidos algunos que codifican para las Atg, por
estimulos directos o indirectos de los factores de transcripcion (66). Estos receptores de
estrogeno se expresan de diferentes maneras en las células del organismo, cumpliendo
funciones distintas segun la localizacion y el estado fisiologico. Por ejemplo, al unirse
con E2, activan la NOS3 a través de vias gendmicas y no genémicas, respectivamente
(67). EI NO sintetizado de esta manera puede suprimir la expresion de mTOR e inducir
autofagia (68).

Los mtESR se expresan en las mitocondrias de numerosas células humanas
normales y tumorales (musculo cardiaco, epitelio del cristalino, osteosarcoma,
hepatoma y cancer de mama, entre otras) (69) (70) (71), e intervienen en la sintesis de
proteinas de la cadena respiratoria mitocondrial mediante la unién al E2 (72) (73) (74).
Sin embargo, el destino de los mMtESR y su papel durante la autofagia mitocondrial
selectiva (mitofagia) ain no esta claro. Tanto el ESR1 como GPERL1 se distribuyen en
los lisosomas de una manera dependiente de estrogeno, revelando la existencia para
estos receptores de una via de degradacion asociada a los lisosomas (75) (76).

Por lo tanto, esta comprobado que el E2 puede activar o inhibir la autofagia a
través de la interaccion con los ESR, genes de autofagia e incluso la regulacién nuclear
mediante modificaciones de histonas y que sus funciones dependen de la localizacién

de sus receptores y el estado fisiopatoldgico celular (77).

MACROAUTOFAGIA EN PROCESOS PATOLOGICOS Y PROGRESION
NEOPLASICA

La respuesta autofagica ha sido demostrada en enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas y en el cancer. Sin embargo, su papel en estas patologias no esta
completamente descripto, ya que puede actuar en diferentes condiciones para favorecer
la supervivencia como asi también inducir la muerte celular. A continuacién, se

presentan algunos antecedentes en estas patologias.
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Enfermedad cardiovascular

Se han demostrado mecanismos de autofagia en casi todas las células
diferenciadas, incluido el sistema cardiovascular. En condiciones normales, este
proceso es esencial para el mantenimiento, reparacion y adaptacion del tejido cardiaco.
El analisis de modelos de cardiopatia isquémica, ha demostrado que la autofagia
funciona como un mecanismo favorecedor de supervivencia al adaptarse a las
necesidades metabolicas cambiantes y eliminar las mitocondrias dafiadas. Ademas, la
inhibicidn de la autofagia puede exacerbar la disfuncion y la remodelacion cardiaca
(78). Una vez que se restablecen el oxigeno y los nutrientes, la autofagia puede ser
adaptativa o perjudicial para el tejido. Algunos estudios han demostrado que la
reperfusion después de un evento isquémico conduce a un aumento de la autofagia lo
que conduce a la muerte celular (79). Otro ejemplo es el de la hipertrofia cardiaca. En
condiciones basales, la autofagia acta como un mecanismo de defensa contra el
envejecimiento de las células cardiacas y cuando se inhibe su actividad, el corazon
desarrolla hipertrofia cardiaca y disfuncion diastolica por un envejecimiento acelerado
habiéndose evidenciado una disfuncion de vias de sefializacion involucradas en la
autofagia (80) (81). Por todo lo anterior, se entiende que el estudio de la via autofagica
conduciria a una mayor comprension de la regulacion de este proceso homeostatico e

identificaria nuevos blancos terapéuticos para la enfermedad cardiaca.

Enfermedades neurodegenerativas

Se caracterizan por la acumulacion de proteinas mutantes o toxicas en el
sistema nervioso (82) (83). La autofagia ayuda a la supervivencia celular eliminando
las organelas celulares dafiadas y la acumulacion de proteinas alteradas. En las
neuronas, las proteinas Atg estan altamente expresadas, aunque los marcadores de
actividad autofagica son bajos en comparacion con otros tipos de células. La
interrupcion de genes especificos del proceso en células neurales conduce a la
neurodegeneracion (84) (85). También juega un papel muy importante en la regulacion
de la neurogénesis adulta y la plasticidad sindptica del cerebro interactuando con
muchas vias que involucran este Gltimo mecanismo con los de la memoria (86). El

cambio en la autofagia constitutiva de las neuronas, puede afectar el numero y la
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calidad de la plasticidad sinaptica y la regulacion de la sefializacion presinaptica.
Muchos trastornos del neurodesarrollo estan asociados con la disfuncion en las vias
relacionadas con la autofagia (por ejemplo, mTOR). Este mecanismo también es
necesario para el mantenimiento y la funcion de las células madre neurales adultas. La
ablacion de genes esenciales para la autofagia conduce a la pérdida progresiva de
células madre neurales y al deterioro de la diferenciacién neural (87).

Céancer

El papel de la macroautofagia en la neoplasia es complejo y puede variar segun
el tipo de tumor y sus estadios. Se vinculd este mecanismo por primera vez, a través
del papel de Beclina 1, proteina que se ha asociado a la susceptibilidad tumoral (88).
Se han identificado varias proteinas supresoras de tumores que participan en el control
de la autofagia (p53, Bcl2, PTEN) (89) (90). Numerosos estudios sugieren que la
regulacion positiva de la autofagia puede ser un mecanismo de proteccion o un
mecanismo alternativo de muerte celular debido a que en las células cancerosas la via
de apoptosis comUnmente se encuentra alterada (91) (92) (93). En las células normales,
protege a las células de la transformacion tumoral al eliminar las ROS, las organelas
anormales y reducir el dafio en el ADN. Sin embargo, una vez establecidas las células
tumorales explotan el mecanismo autofagico para proporcionarles una forma de
superar las condiciones limitantes de nutrientes y facilitar el crecimiento del tumor. La
autofagia puede influir en el microambiente tumoral al promover la angiogénesis,
suministrar nutrientes y modular la respuesta inflamatoria (94). De esta manera, las
células tumorales pueden satisfacer la alta demanda metabdlica del crecimiento
mediante la activacion autofagica favoreciendo el recambio y la absorcion de
metabolitos (95). La resistencia tumoral a la radio y quimioterapia también se asocian
con autofagia. Varios tumores en modelos animales han confirmado que la inhibicion
de la autofagia tiene efectos en mejorar la quimiosensibilidad y promover la regresion
tumoral. Estos hallazgos apuntan que la inhibicion de la autofagia podria ser una
estrategia viable para la intervencién terapéutica.

De esta manera, el consenso actual es que la autofagia tiene un doble papel en
el cancer (96) (Figura 6). Algunos tipos de células cancerosas, por ejemplo, células
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pancreaticas y de pulmoén, dependen en gran medida de los beneficios del crecimiento
asociados a la activacion de la autofagia, por lo que se convierten en "adictas" a este
mecanismo. La inhibicion del proceso en estas células podria cambiar notablemente el
destino celular y por lo tanto suprimir la tumorogeénesis (97). Sin embargo, el limite
entre la inhibicion de la autofagia y su activacion es muy estrecho y constituye una
zona de peligro potencial. La ablacion aguda de la autofagia conduce a la muerte de los
animales de experimentacion, a causa de infecciones, diabetes, neurodegeneracion,
distrofia muscular y la reduccion de los depdsitos de grasa (98), por lo que se debe ser
muy cauteloso y evitar los posibles "efectos secundarios" de la supresion de la
autofagia cuando se pretende usarla como terapia contra el cancer (99).
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Figura 6: En las células normales, la autofagia inhibe la transformacion a células
tumorales premalignas al reducir las especies reactivas de oxigeno (ROS), el dafio del
ADN, la agregacion de proteinas y la anormalidad mitocondrial, etc. En las células
tumorales establecidas, la autofagia promueve su crecimiento al servir como un mecanismo
de supervivencia celular. La evidencia reciente indica que la autofagia inhibe la regresion
de las células tumorales malignas a tumores benignos. Aln no se ha determinado si la
autofagia promueve la progresion de células tumorales premalignas a células tumorales
malignas. Disefio realizado en BioRender.com
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p53 y p21 en CANCER Y MACROAUTOFAGIA

p53 es un potente supresor tumoral y factor de transcripcién sensible al estrés,
que puede inducir la muerte de células neoplésicas o inhibir su crecimiento al estimular
la expresion de genes que promueven la apoptosis (por ejemplo, PUMA, Noxa, Bax) o
el arresto del ciclo celular a través de p21 (100) (101) (102) (103).

Las funciones candnicas de p53 incluyen la induccion de apoptosis, detencion
del crecimiento y senescencia, en tanto que las no candnicas incluyen su capacidad de
promover o inhibir la autofagia y regular el metabolismo. Una amplia gama de factores
estresores activan a p53 que responde regulando la transcripcion de genes, o actuando
por mecanismos no transcripcionales, ya sea para ayudar en la adaptacion al estrés (por
ejemplo, detencion del ciclo celular) o para eliminar las células que estdn mas alla de la
reparacion por apoptosis o senescencia (50). Un componente de esta respuesta
transcripcional mediada por p53 es la activacion de la autofagia, la que a su vez, puede
inhibir los niveles y la funciéon de p53. Por lo tanto, las vias de p53 y autofagia se
entrelazan funcionalmente (104). En un modelo murino de cancer de mama hereditario
generado por la deficiencia de Palb2 (gen supresor tumoral) y de Atg6/Beclinal, se
observd que, el dafio en el ADN y el estrés oxidativo resultantes de estos déficits,
activaron las vias de p53, para limitar la tumorogénesis (105). Guo y col. (106),
demostraron en un modelo experimental basico de cancer de pulmén inducido por K-
rasG12D oncogénico, que la deficiencia de Atg7 en las células tumorales activo p53,
reduciendo la proliferacion y la carga tumoral en ausencia de autofagia (106).
Asimismo, en un modelo de cancer de pulmdn de células no pequefias, la falta de Atg7
promovid la progresion desde el adenocarcinoma a un oncocitoma. Esto comprobd la
hipdtesis de que los defectos en la autofagia pueden ser la base subyacente de la
naturaleza benigna de estos tumores humanos, planteando que la inactivacion de la
autofagia limita la progresion del cancer humano. Sin embargo, la supervivencia de
estos animales no mejora ya que los ratones mueren de neumonia (107).

Por otra parte, es conocido que la autofagia puede suprimir a p53 ya que

disminuye el estrés oxidativo al eliminar la produccion de ROS, proporcionando
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sustratos metabolicos necesarios para la defensa antioxidante. Ademas, p53 puede
degradarse por autofagia mediada por chaperona (108).

Se puede concluir entonces que la supresion de p53 por autofagia, seria un
mecanismo importante de promocion de tumores (109), y que el control de autofagia
inhibe la progresion tumoral en determinados modelos de céncer experimental. Sin
embargo, hacen falta mas estudios en otros tipos de neoplasias tanto en la investigacion
basica como aplicada para aclarar la relacion entre p53 y autofagia.

La proteina p21 es otra de las moléculas que participa en el ciclo celular y
contribuye a la regulaciéon de la proliferacion celular. Uno de los mecanismos mas
conocidos es la inhibicion del complejo CDK-ciclina especificamente en las fases G1 y
G2 (110). Este efecto inhibitorio de p21 en la progresion del ciclo celular, es tanto
dependiente como independiente de p53, se correlaciona con su localizacion nuclear y
le permite a la célula reparar el ADN dafiado antes de replicarse (111). Otras de las
funciones atribuidas a p21 estan relacionadas con los mecanismos de senescencia,
diferenciacion, apoptosis, citoquinesis, adhesion y crecimiento celular. Sin embargo,
p21 también juega un papel importante en la regulacion de la autofagia, y esto se puso
en evidencia en diferentes estudios (112). Un ejemplo de esta relacion es el efecto de 5-
metoxiflabona sobre células HCT-116. Este agente produce dafio al ADN e induce
apoptosis y autofagia a través de una via dependiente de p21 (113). De igual manera el
antipaltdico quinacrina, induce autofagia y apoptosis de las células neoplésicas
mamarias mediante la regulacién de p21, logrando asi un efecto de antitumoral (114).

En relacion con los tumores hipofisarios Matousek y col. (115), evidenciaron
que el crecimiento de los subtipos no funcionantes, se asocia con niveles altos de
expresion de p21, p53 y Ki-67 (115). En adenomas de células lactotropas invasores,
Dong y col. (116), han demostrado, una correlacién negativa entre p21 y p27 con
respecto a la invasividad tumoral. De este manera, se comprueba que p53 y una de sus
principales proteinas diana p21, participan en los mecanismos de regulacion del ciclo
celular, pero sus funciones en relacion a la senescencia, apoptosis y autofagia dependen
del tipo y estadio celular, por lo cual se necesitan mas estudios para teminar de aclarar

sus participaciones en estos mecanismos.
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GLANDULA HIPOFISIS NORMAL YMACROAUTOFAGIA

La hipdfisis es una glandula intracraneal que se ubica en una pequefia depresion
del hueso esfenoides llamada silla turca. Esta glandula se subdivide en: la
adenohipofisis compuesta por los I6bulos anterior e intermedio y la neurohipdfisis del
I6bulo posterior. Se describe ademéas una cavidad residual de la bolsa de Rathke, el
cleft que se encuentra en estrecho contacto con la llamada zona marginal (ZM). Esta
zona contiene CS/progenitoras y se mantiene desde el estadio embrionario hasta la vida
adulta (117).

En el l6bulo anterior se encuentran cinco tipos de celulas endocrinas:
somatotropas, que producen la hormona del crecimiento (GH), lactotropas, que
producen la prolactina (PRL), tirotropas, que producen la hormona estimulante de la
tiroides (TSH), gonadotropas, que producen la hormona luteinizante (LH) y la foliculo
estimulante (FSH), junto con corticotropas, que producen hormona adrenocorticofina
(ACTH). Ademas, se ha descripto una poblacion de células stem. Las mismas tienen
dos localizaciones bien definidas en la glandula adulta, por un lado, se encuentran en
“el nicho” localizado en la zona marginal y, por otro lado, en el parénquima del I6bulo
anterior (118).

La crinofagia es un tipo de autofagia dirigida a los granulos secretorios de los
organos endocrinos y en la glandula pituitaria anterior, comenzo6 a investigarse por
primera vez en las células secretoras de PRL (119). La crinofagia funciona tanto como
un mecanismo fisioldgico normal para regular la circulacion del material secretor y
como medio para tratar la produccion excesiva de material secretor. Durante el ciclo
estral natural de la rata, si no se produce el embarazo, los granulos de PRL en exceso
se fusionan con los lisosomas para degradar y reciclar sus aminoacidos componentes
(120). Durante la lactancia, las lactotropas aumentan la sintesis y secrecion de PRL
para disminuir después del destete, siendo los cuerpos autofagicos los responsables de
degradar el exceso de granulos secretorios (121). Aunque la investigacion sobre la
crinofagia en la glandula pituitaria se ha centrado principalmente en lactotropas, este
proceso también se ha confirmado en otros tipos de células pituitarias de rata, tales

como las ceélulas corticotropas, somatotropas, gonadotropas y tirotropas (122). En
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células secretoras de ACTH, la crinofagia aumenta durante estados de hipersecrecién
tanto por adrenalectomia como por hiposecrecion inducida por la administracion de
dexametasona (123). Por lo tanto, en la hipofisis, la crinofagia actla de acuerdo con las
fluctuaciones naturales y/o inducidas en la actividad secretora glandular para regular y

mantener los niveles intracelulares apropiados de proteinas y hormonas (124).

EPIDEMIOLOGIA, CLASIFICACION Y PATOGENIA DE ADENOMAS
HIPOFISARIOS: ROL DE LA MACROAUTOFAGIA

Los adenomas hipofisarios son uno de los tumores intracraneales mas
frecuentes representando aproximadamente el 15% de los mismos y el 90% de las
lesiones intraselares, con una prevalencia de 1/1500 (125). Son lesiones proliferativas
benignas, aunque pueden crecer y ser agresivas localmente, llegando a presentar un
comportamiento metastasico intracraneal (126). De los adenomas pituitarios, los
prolactinomas constituyen un tercio de todos ellos, siendo las neoplasias pituitarias
funcionantes méas comunes (127).

Tal como lo presenta Miermeister y col. (128) los primeros sistemas de
clasificacion se basaron en el tamafio tumoral (microadenomas <10 mm vs
macroadenomas >10 mm) y caracteristicas tintoriales con colorantes clésicos
(acidofilos, basofilos y cromoéfobos). Luego, el analisis de la expresion hormonal
permitio diferenciar los distintos subtipos y variantes (128).

La clasificacion de 2017 revisada por la OMS, no s6lo tuvo en cuenta el
contenido hormonal del tumor, sino que reconocié también el rol de los factores de
transcripcion en la diferenciacion neoplasica acorde al linaje celular, la regulacion de la
produccién de hormonas y la posible tumorogénesis del adenoma (Tabla 1), dejando
de lado la utilizacién rutinaria de la microscopia electronica de transmisién (MET), ya
que la gran mayoria de estos tumores son clasificados mediante inmunohistoquimica
(IHQ) (129).

En 2017, Asa y col. (130) propusieron una nueva terminologia para los
adenomas hipofisarios. La nueva denominacién de tumores neuroendocrinos

hipofisarios (PitNETS, sigla en inglés) que se basé en que la clésica diferenciacion
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entre adenomas y carcinomas por la ausencia o presencia de metastasis y la pobre
reproducibilidad del diagndstico de adenomas atipicos basada en la deteccion de
mitosis o expresion de p53 y Ki-67, era segin estos autores un tanto simplista y hasta
erronea. Sin embargo, la terminologia propuesta por Asa y col. (130), ain no ha sido
definitivamente adoptada, pudiéndose encontrar esta definicion o no, en los diferentes
reportes bibliogréficos.

La patofisiologia de los adenomas hipofisarios es compleja y varia entre los
diferentes tipos de tumores. Mediante el analisis de la inactivacion del cromosoma X,
se ha demostrado que estas neoplasias, resultan de la expansion clonal de células
adenohipofisarias (131), mediante la participacion de eventos genéticos y epigenéticos,
estimulacion hormonal, sobreproduccion de factores de crecimiento, desregulacion de
miARNS y participacion de células madre (Figura 7), que promoverian el desarrollo y
crecimiento tumoral (132).

A continuacion, se realizara un analisis de los mecanismos patogénicos que Zatelli
(132) revisa en relacion para las diversas variantes de adenomas pituitarios:

> Adenomas lactotropos: en ratones transgénicos se ha demostrado la importancia
de TGF-a como estimulador de mdaltiples hormonas hipofisarias. En adenomas
agresivos el EGF induce la secrecién de PRL ademas de estimular la expresion de su
receptor. También la expresién de FGF4 ha sido implicada en el desarrollo del
prolactinoma.

» Adenomas Somatotropos: en estos adenomas se han demostrado mutaciones de
activacion del gen GNASL, con la consiguiente activacion constitutiva de la subunidad
Gs,, incrementando la secrecion de la GH.

» Adenomas Corticotropos: mutaciones de DKC1 se han asociado con expresion
disminuida y disfuncion de p27. En estas neoplasias también se han demostrado
disminucion de la expresion de Brgl. Finalmente se ha evidenciado alteraciones en los
niveles de ciertos tipos de miARNS.

» Adenomas Gonadotropos: estos adenomas exhiben altos niveles del receptor de
activina, lo que conduce a la tumorogénesis. Ademas, un receptor truncado de activina
(ActRIB), el cual no frena el crecimiento, ha sido puesto en evidencia en esta variante

de tumor hipofisario.

35



> Adenomas Tirotropos: se suelen presentar en estados de hipotiroidismo crénico

con la consecuente hipersecrecion de TRH, lo que conduce a la hiperplasia de células

tirotropas y posterior transformacion neoplésica. También se han demostrado

mutaciones en el receptor de TRH con la consiguiente disminucién de la union del

ligando.

Tabla 1: Clasificacion de adenomas hipofisarios segin OMS-2017

Tipo de adenoma Variante morfolégica Hormona Factor de
transcripcion
Adenoma Somatotropo
Densamente granulado GH Pit-1
Escasamente granulado GH Pit-1
Mamosomatotropo GH+PRL Pit-1; ESR1
Mixto GH+ PRL Pit-1, ESR1
Adenoma Lactotropo
Densamente granulado PRL Pit-1; ESR1
Escasamente granulado PRL Pit-1, ESR1
Adenoma de células stem PRL, GH Pit-1, ESR1
Adenoma Tirotropo b-TSH Pit-1, GATA2
Adenoma Corticotropo Densamente granulado ACTH Tpit
Escasamente granulado ACTH Tpit
Adenoma de células de Crooke ACTH Tpit
Adenoma Gonadotropo b-FSH, b-LH SF-1, GATA-2,
subunidad a ESR1
Adenoma de células nulas Ninguna Ningun
Adenomas plurihormonales Adenoma Pit-1 positivo GH+PRL+b-TSH Pit-1

Adenomas con combinaciones

inmunohistoquimicas inusuales

Varias

combinaciones

GH: hormona de crecimiento; PRL: prolactina; b-TSH: beta tirotrofina; ACTH: hormona

adrenocorticotrofina; b-FSH: beta hormona foliculoestimulante;

luteotrofica; ESR1: receptor estrogénico tipo 1.

b-LH: beta hormona
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Figura 7: Esquema de la actual hipdtesis de la patogenia de los adenomas hipofisarios. Se
destaca el interjuego de maultiples mecanismos que participarian del origen tumoral.
(Modificado de Zatelli. Pituitary 21:130-137. 2018). Disefio realizado en BioRender.com

A partir de lo expuesto precedentemente, es evidente que cada tipo de adenoma
presenta particularidades en sus mecanismos de origen, lo que da complejidad a la
obtencidn de marcadores Unicos para este grupo de adenomas tan disimil.

Los tumores pituitarios a lo largo de los afios han sido objeto de diferentes estudios
y revisiones, buscando caracteristicas propias y/o marcadores bioldgicos, que permitan
predecir su comportamiento ayudando de esta manera al tratamiento y seguimiento del

paciente.

Autofagia y adenomas hipofisarios
De igual manera que en la glandula normal, hay pocos estudios de este proceso

celular en adenomas hipofisarios. En 1977, Kovacs y col.(133), demostraron en
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adenomas experimentales de rata y mediante MET que la autofagia, de una manera
constante, degrada granulos secretorios para formar granulos con pigmentos (133). En
un estudio de Horvathy col. (134), se demostré que, de diecisiete casos de adenoma de
células corticotropas silentes, solo dos tenian evidencias de este mecanismo.

Una de las formas de macroautofagia analizada ha sido la mitofagia. Este es un
proceso bioldgico complejo por el cual, se eliminan las mitocondrias dafiadas o que
sufren estrés mediante autofagia. Sin embargo, la aparicion de mitofagia no se restringe
a mitocondrias defectuosas, sino que, en mitocondrias normales esto también puede
observarse (135).

Es bien conocido que la disfuncion mitocondrial y la autofagia estan
relacionadas con los adenomas hipofisarios. Investigaciones béasicas sobre toxicidad
mitocondrial y celular de la toxina T-2 muestran que la misma aumenta
significativamente la actividad mitofégica, los niveles de ROS y el dafio al ADN en
células pituitarias de rata GH3. La T-2 activa la via sefializacion de la proteina quinasa
A, y consecuentemente, la via Nrf2/PINKZ1/Parkin para mediar la mitofagia. Estos
hallazgos han conducido a considerar que el aumento de la mitofagia y la disfuncion
mitocondrial podrian incrementar la resistencia a la quimioterapia en células pituitarias
GH3 (136).

Otro aspecto es la vinculacion entre autofagia y apoptosis, ya que ambos
procesos pueden coexistir. Cada vez son mas los estudios que demuestran la
importancia de la autofagia en el tratamiento de los adenomas hipofisarios. Por un
lado, puede inducir la muerte de las células tumorales y desempefiar un papel
terapéutico, pero también, puede promover la supervivencia celular y colaborar en los
mecanismos de insensibilidad al tratamiento.

Los agonistas de la dopamina como BRC y CAB, son los tratamientos de
primera linea para los prolactinomas. La activacion del DRD5 aumenta la produccion
de ROS, inhibe el mTOR, induce macroautofagia/apoptosis, y conduce a la muerte
celular autofagica en células tumorales pituitarias humanas (137). Sin embargo,
recientemente se ha demostrado que las vias de accién para BRC y CAB, son

diferentes. BRC indujo la apoptosis de las celulas de prolactinoma a traves de la via de
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sefializacion ERK/EGR1, mientras que CAB produjo la muerte celular autofagica por
inhibicién de la via de sefializacion AKT / mTOR (138).

Para el resto de los adenomas hipofisarios, el tratamiento de eleccion es la
exéresis quirurgica del tumor y el tratamiento farmacoldgico es complementario en
aquellos pacientes que no logran remision con la cirugia o cuando la misma esta
contraindicada. Los farmacos indicados son los analogos de la somatostatina (SRL),
como octreotide, lanreotide o pasireotide. Gadelha y col. (139), expusieron varios
adenomas de células somatotropas funcionantes a SRL, SMS 201-995y demostraron
que se producia autofagia en células tumorales y se inhibid la secrecién de GH. Este
hallazgo sugiere que el SMS 201-995 regula la degradacion intracelular de los
granulos secretores de GH mediante la autofagia, modificando el nivel sérico de la
hormona y logrando un efecto terapéutico. Dagistanli y col. (140), realizaron un
estudio retrospectivo sobre muestras de once pacientes con adenomas tratados con SRL
y nueve sin este tratamiento, demostrando que los niveles de caspasa-3 y ATG5
aumentaron significativamente después del tratamiento con SRL, mientras que Beclina
1y Ki-67 disminuyeron significativamente. Este hallazgo sugirio que los SRL podrian
inducir apoptosis de células tumorales, aumentar la autofagia y reducir la proliferacion
celular.

Temozolamida es un agente alquilante y fue propuesto como opcion de
tratamiento para adenomas hipofisarios invasivos y carcinomas pituitarios, siendo
efectivo en el 60% de estos tumores (141). Kun y col. (142), demostraron que el
tratamiento de la linea GH3 con este fArmaco, aumentd la proporcion LC3-I1/LC3-l,
con un descenso de p62. Ademas, pudieron comprobar en la misma linea celular, que
la disminucion en los niveles de HIF-1a inhibi6 la autofagia inducida por esta droga
bloqueando el flujo autofagico por neutralizacion del pH lisosomico en ratas,
aumentando asi la eficacia antitumoral del medicamento.

Por otro lado, un numero creciente de estudios han demostrado que la autofagia
es un factor importante relacionado con la resistencia a los farmacos en diferentes
tumores (143). Es por esto que, la combinacion de farmacos quimioterapéuticos e
inhibidores de la autofagia, podrian aumentar la sensibilidad de las células tumorales a

la quimioterapia (144). La CQ y la HCQ son dos farmacos que se utilizan actualmente
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en tratamiento clinico para inhibir la autofagia. La Ultima etapa de este proceso es
dependiente de la degradacion lisosomal. Estos farmacos inhiben principalmente la
accion de la H™-ATPasa de los lisosomas aumentando el pH lisosémico e inhibiendo la
actividad enzimatica y la fusion con los autofagosomas (145). Lin y col. (146),
demostraron que el uso combinado de CQ y CAB aumenta significativamente la
sensibilidad de las células de los adenomas hipofisarios a CAB incluso en aquellos
tumores resistentes a CAB. Ademas, CQ exacerbd la acumulacion de p62 y LC3-II
mediada por CAB y recluto la caspasa 8 para formar un complejo y finalmente inducir
la muerte celular.

Por todo lo expuesto anteriormente, podemos decir que, en la actualidad, los
roles de autofagia en la aparicién y el desarrollo de adenomas hipofisarios no son
totalmente claros, y los reportes de casos aislados son insuficientes para revelar la

importancia que tiene este mecanismo.
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HIPOTESIS

La macroautofagia en lesiones proliferativas adenohipofisarias seria un

mecanismo involucrado en el desarrollo y crecimiento tumoral.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Examinar si existe interrelacion entre marcadores de macroautofagia y reguladores del

ciclo celular en lesiones tumorales adenohipofisarias.

Obijetivos Especificos

v" Describir las caracteristicas ultraestructurales del proceso macroautofagico
tanto en estados hiperplasicos-adenomatosos inducidos por estrégenos como en
una cohorte de adenomas hipofisarios funcionantes humanos.

v' Evaluar y comparar la presencia de marcadores de macroautofagia durante el
desarrollo hiperplasico/adenomatoso experimental.

v Correlacionar la expresion de marcadores de macroautofagia con p53 y p21
como mediadores de muerte y proliferacion celular, en lesiones proliferativas
adenohipofisarias inducidas por estrogeno.

v Relacionar la existencia de macroautofagia con datos clinico-patol6gicos de
adenomas hipofisarios humanos funcionantes con particular atencion en la tasa

de proliferacion y tamafio tumoral.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental bésico

Se utilizaron ratas macho adultas (200-250 g) de la cepa Fisher 344 (F344), las
que se dividieron en cuatro grupos experimentales de acuerdo con el tiempo de

estimulacion estrogeénica, utilizando un n: 36 de animales (Figura 1)

Control 10d BE 20d BE 30d BE

Figura 1: Esquema de los grupos experimentales basicos. Ratas Fisher (F344) estimuladas con

benzoato de estradiol (BE) por 10, 20 y 30 dias.

A los fines de inducir tumores adenohipofisarios, animales intactos fueron
tratados con benzoato de estradiol (BE) (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA)
durante 10, 20 y 30 d. El estrégeno se implanté en la region dorsal subcutanea,
mediante pastillas preparadas a mano mezclando FASTIX adhesivo y 30 mg de BE.
Los animales controles fueron implantados con pastillas de FASTIX sin BE. Todas las
ratas fueron criadas y alojadas en el bioterio del INICSA-FCM-UNC, bajo un
fotoperiodo controlado, con acceso libre a agua y comida comercial para roedores.

Los animales se manejaron en conformidad con la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio publicado por el Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos (147), contando el protocolo con la aprobacion del CICUAL-FCM-UNC.

Cumplidos los tiempos de estimulacion hormonal las ratas fueron decapitadas

después de los 10 s de ser retiradas de sus cajas, a los fines de minimizar el estrés o
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estimulos externos. Luego se extrajeron las glandulas hipofisarias, separandose
cuidadosamente adenohipofisis de neurohipdfisis, siendo estudiadas las primeras con

diferentes metodologias.

Disefio metodol6qgico aplicado en adenomas hipofisarios humanos

Se disefid un estudio retrospectivo/prospectivo, transversal, observacional,
descriptivo y analitico, en el que se incluyeron macroadenomas y microadenomas
funcionantes (n:33) obtenidas durante los afios 2005 al 2018.

En la Tabla 1 se indican los criterios de inclusion y exclusion utilizados en el presente

trabajo de investigacion.

Tabla 1: Criterios de inclusion y exclusion de los pacientes.

Criterios de inclusion

- Pacientes de sexo masculino y femenino mayores de 18 afios.

- Adenomas funcionantes.

- Disponibilidad de datos clinicos (tratamiento médico previo, tamafio tumoral, invasion

tumoral).

- Disponibilidad del informe de IHQ para hormonas y Ki-67.

Criterios de exclusion

- Lesiones selares no adenomatosas (tumores neuronales, mesenquimales, de células

germinales, hematolégicos y secundarios).

Los pacientes se agruparon teniendo en cuenta su distribucion por diagnéstico
histopatoldgico, tamafio (macroadenomas y microadenomas), sexo (hombres vy

mujeres) y clinica.

El protocolo cont6 con la aprobacion del Comité de Etica del Hospital Privado Centro
Médico de Cordoba SA (Registro Provincial de Investigaciones en Salud RePIS N° 3390).

Ver anexo.
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METODOS DE MONITOREO DE AUTOFAGIA

Hasta el momento se expuso el mecanismo de autofagia, las moléculas
involucradas en el mismo y su regulacion. Ademas, se comentaron antecedentes en
glandula hipofisaria normal y tumoral, respecto a este proceso. Sin embargo, es
importante conocer cuéles son las metodologias que permiten monitorear la autofagia.

La deteccion y el monitoreo adecuados de la autofagia constituyen un gran
desafio teniendo en cuenta de que se trata de un proceso altamente dinamico (148)
(149).

Debe hacerse una distincién importante entre la medicion del nimero y el
volumen de componentes autofagicos en un determinado punto del proceso, frente a la
medicion del flujo autofagico. El primero representa una cuantificacion estatica de un
proceso dindmico, donde la cantidad de autofagosomas a menudo se usa como una
cuantificacion directa de la actividad autofagica. Sin embargo, es posible que una
acumulacién de autofagosomas, en lugar de representar un aumento en la actividad
autofagica, corresponda a un bloqueo de su fusién con los lisosomas y, por lo tanto,
una inhibicién de la actividad autofégica en su conjunto (150).

El método més antiguo y utilizado para detectar la autofagia es la MET, ya que
permite identificar ultraestructuralmente la presencia de vesiculas autofagicas (149).

La microscopia de fluorescencia es otro enfoque que a menudo se aplica para
evaluar este proceso. La proteina LC3 es un marcador esencial de autofagosomas en
mamiferos (148) y se encuentra dentro de la célula en forma citosdlica (LC3-I), como
asi también unido a la membrana autofagosomal (LC3-1I) tras la induccion de la
autofagia, pudiendo ser detectada mediante IF, técnica comin para cuantificar los
autofagosomas in vivo (151) (149).

Un tercer método para medir la activacion autofdgica implica la separacion y
semicuantificacion de los niveles de LC3-1 y LC3-1l a través de Western Blotting
(WB). La inmunodeteccion de otras proteinas Atg (por ejemplo, Beclina 1) también se
han utilizado como un indicador general de autofagia (148). En general, la

cuantificacion estatica de LC3 se ha considerado un marcador util para la autofagia; sin
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embargo, estos métodos no son perfectos y cada uno tiene advertencias especificas
necesarias para maximizar la precision y la fiabilidad del proceso.

Debe enfatizarse que cada técnica tiene sus limitaciones y los enfoques
experimentales mas fuertes y confiables son los que utilizan varias técnicas para crear

una evaluacion multifacética de la autofagia (152).

METODOLOGIAS UTILIZADAS ENAMBOS DISENOS DE LA PRESENTE TESIS
DOCTORAL

Andlisis morfoldégico con microscopia fotonica

Cumplidos los tiempos de exposicién al BE los animales (n:4) de los diferentes grupos
experimentales fueron anestesiados con isofluorano al 5% (Forane, Baxter). Se
corrobord la pérdida de la respuesta a reflejos doloroso (plantar y cola) y se procedio a
decapitarlas para obtener las adenohipofisis. Los fragmentos correspondientes se
colocaron en una solucion de formol al 4% para su posterior inclusion en parafina. Las
muestras incluidas en parafina fueron cortadas (micrétomo tipo Minot) con un espesor
de 3 um, desparafinadas, hidratadas y coloreadas con la técnica de H/E.
Otra de las metodologias utilizada en el modelo experimental basico y a los fines de
demostrar la transformacion adenomatosa, fue la técnica de reticulina de Gordon-
Sweet (153).

Las muestras de adenomas hipofisarios humanos de diferentes estirpes
celularesfueron incluidas en parafina, coloreadas con H/E y diagnosticadas mediante

las determinaciones inmunohistoquimicas de las diversas hormonas adenohipofisarias.

Caracterizacion ultraestructural por microscopia electrénica de transmision (MET)

Con el objetivo de analizar la morfologia subcelular, pequefios fragmentos
tanto de ratas C (n:4) y tratadas con BE (n:12) y adenomas humanos (n:13) se fijaron
por inmersién en solucion de Karnovsky al 4% (formol 8% y glutaraldehido 4%),
procesando el material por la siguiente técnica:

-Lavado: tres lavados con agua bidestilada, de 10 min cada uno.

-Postfijacién con tetroxido de osmio al 1%, a temperatura ambiente por 2 h, en rotor.
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-Lavado con agua bidestilada.

-Deshidratacion con acetonas de graduacion creciente 50%, 75% durante 5 min en cada
una; 90% por 10 min y 100% destilada y deshidratada sobre tamiz molecular N° 3
(Merk) durante 15 min. Este paso se realiz6 a temperatura ambiente y en rotor.
-Inclusion en una mezcla de resinas epdxicas (medio de inclusién) compuesta de:
Avraldita 506, Epon, DDSA, DBP y BDMA.

La inclusién fue realizada de acuerdo con la siguiente metodologia:

1-Infiltracion en una mezcla de partes iguales del medio de inclusion y acetona 100%
durante 3 h como minimo.

2-Pre-inclusion en una mezcla completa de Epon/Araldita a temperatura ambiente
durante 6-8 h.

3-Inclusién final: en Epon/Araldita a 60 °C durante 24 h.

Con posterioridad las muestras fueron cortadas con ultramicrétomo a un
espesor de 80 nm y recolectadas en grillas de cobre para luego ser contrastadas con una
soluciéon de acetato de uranilo alcohdlico a saturacion (1 min), lavadas con agua
bidestilada y expuestas finalmente a una solucién de citrato de plomo por un lapso de 2

min, para ser observadas y fotografiadas en un microscopio electronico Zeiss Leo 906.

Estudio inmunohistoguimico a nivel de microscopia fotdnica de secciones en parafina

Con el material incluido en parafina tanto del modelo experimental bésico
(n:12) como los adenomas humanos (n: 33), se realizaron inmunomarcaciones
empleandose anticuerpos mono o policlonales para las proteinas Beclina 1; LC3 y Ki-
67. Los anticuerpos primarios se diluyeron en PBS-BSA 1% empleandose las

siguientes concentraciones:
-anti Beclina 1 (E8): sc-48341, Santa Cruz Biotechnology, INC. 1/300.

-anti MAP LC3 B (G-2): sc-271625, Santa Cruz Biotechnology, INC. 1/300
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-anti Ki-67 (CONFIRMTM anti-ki-67, Ventana Medical System, Tucson, Arizona,

USA): 2 pg/ml, usado en adenomas humanos.
-anti Ki-67 (anti-human ki-67, BD Pharmingen, USA) dilucion 1/50, usado en ratas.

Se utilizaron como anticuerpos secundarios anti-conejo y anti-raton biotinilado
(dilucion 1/130) (Vectastain ABC Kit-Vector Laboratories USA).

El amplificador de sefial empleado fue el Ab64261-Rabbit Specific HRP/DAB
(ABC) Detection IHC Kit.

Para demostrar la especificidad de las reacciones inmunohistoquimicas, las
secciones fueron incubadas con PBS-BSA 1%, en ausencia de los anticuerpos

primarios (control negativo) y se emplearon los siguientes controles de positividad:
Para Beclina 1: tejido muscular cardiaco (Figura 2 A-B).

Para LC3: tejido cerebral (Figura 2 C-D).
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Figura 2: A-C: Inmunomarcacion citoplasmatica paraBeclina 1 y LC3 respectivamente. B-D:
La omision y reemplazo del antisuero primario por PBS-BSA 1% demuestra la especificidad
de los anticuerpos. (Magnificaciones originales A y B: 400X, C y D: 250X).

A continuacion, se detalla la técnica de IHQ aplicada:

*Desparafinizacion en tres xiloles y en etanoles de graduacion decreciente (50%, 70%,
90% y 100%) e hidratacion en agua destilada.

*Recuperacion antigénica:

-Microondas (potencia 800 W) en buffer citrato (pH 6), durante 30 s al 100% de
potencia y posteriormente al 20% de potencia por 15 min.

-Lavado con PBS 1% y aspirar exceso de liquido.

*Bloqueo de la actividad de la peroxidasa enddgena:

-H202 (incluido en el Ab64261- Rabbit Specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC
Kit.) por 45 min.

-Lavado en PBS 1%: 2 lavados de 5 min cada uno.
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*Bloqueo de uniones no especificas:

- Con PBS-BSA 5%, temperatura ambiente por 60 min.

*Incubacién con anticuerpo primario:

-Toda la noche a 4 °C.

-Lavados con PBS 1%, 3 veces por 5 min cada uno.

*Sistema de revelado:

-Anticuerpo secundario anti-cabra biotinilado polivalente durante 60 min.

-PBS 1%: 3 lavados de 5 min cada uno.

-Aplicacion de estreptavidina peroxidasa e incubacion durante 20 min a temperatura
ambiente.

-Lavados con PBS 1% por 5 min.

-Colocacion de 30 pl (1 gota) de DAB cromoégeno a 1,5 ml (50 gotas) de sustrato DAB,
sobre el tejido. Incubacion durante 1-10 minutos. Enjuague 4 veces en PBS 1%.
*Contracoloracion:

-Hematoxilina durante 30 s.

*Deshidratacion y montaje:

-Inmersion de los cortes en etanol de graduacion creciente durante 2 min y dos pasajes
en xilol de 2 min cada uno. Montaje con balsamo sintético (DPX mountant for
histology, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y cubre objeto.

En las secciones adenohipofisarias incluidas en parafina sometidas a inmunomarcacion
para las proteinas de interés, las células inmunoreactivas fueron observadas y
analizadas en un microscopio Zeiss Axioskop 20. Se utiliz6 como criterio de
positividad en los adenomas humanos, la siguiente gradacion: 1 (1-25%), 2 (26-50%),
3 (51-75%), 4 (>76%).

Estudio inmunocitoquimico a nivel de microscopia confocal

Muestras de adenohipdfisis de los cuatro grupos experimentales (n: 4) fueron
incluidas en medio de montaje para congelacion (CRYOPLAT, Biopack, Buenos
Aires, Argentina) y congeladas a -20 °C. Luego se obtuvieron cortes en criostato, los
cuales fueron sumergidos en metanol frio por 5 min, seguido de lavados en PBS 1%
frio para luego bloquear las uniones inespecificas mediante PBS-BSA 5% 30 min a 37

°C en camara himeda. Posteriormente se incubaron las secciones con el anticuerpo
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primario anti Beclina 1 [Beclin-1 (D40C5) Rabbit mAb, Cell Signaling Technology]
diluida en 1/100 en PBS-BSA 1% durante toda la noche y anti LC3 [Anti- LC3
(L8918) Rabbit mAB, Sigma], diluida en 1/100 durante toda la noche. Luego de los
lavados con PBS 1% y protegido de la luz, se procedid a incubar las secciones con el
anticuerpo secundario, cabra anti-conejo 1gG (H+L) conjugado Alexa Fluor ® 594
(Thermo SCIENTIFIC, USA) y cabra anti-ratén IgG (H+L) conjugado Alexa Fluor ®
488 (Thermo SCIENTIFIC, USA). Para ambos se usaron diluciones de 1/2000, durante
30 min en estufa a 37 °C y luego 30 min a temperatura ambiente. Para visualizar los
nacleos celulares y luego de lavar las secciones con PBS 1%, estas se incubaron con
DAPI (4°,6-Diamino-2-phenylindole D9542, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) en
una dilucion de 1mg/1ml y finalmente se montaron los cortes con FluoromountTM
(F4680, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dejandose secar por 24 h.

Las células inmunoreactivas fueron visualizadas con microscopio confocal de
exploracién laser FluoView FVV1200 (Olympus, Tokio, Japon). Las imagenes obtenidas

fueron analizadas con software FV10-ASW 1.6 Viewer.

Inmunolocalizacion a nivel de microscopia electrénica de transmision

Fragmentos de adenohipofisis de rata (n:4) y adenomas humanos (n:4) fueron

destinados a inmunomarcacion para MET.
A-Procesamiento del material

La fijacién para la inmunolocalizacion se realizé por inmersion con Karnovsky al 1,5
% en buffer cacodilato y la inclusion de los fragmentos adenohipofisarios fue llevada a

cabo de acuerdo con el siguiente procedimiento:

-Deshidratacion: etanol 50°, 70°, 90° durante 15 min en cada uno a temperatura

ambiente.

La preinclusion e inclusion se realizo en resina acrilica LR White (The London Resin

Co. Ltd) de acuerdo con el siguiente procedimiento.
-Preinclusion:
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LR White-alcohol 90°: por 2 h.
LR White: por 30 min. Luego se realiz6 un cambio para dejarlo toda la noche.

Inclusion en LR White, en anaerobiosis a 49 °C +/- 2 durante 48 h, en capsulas de

gelatina.
B-Técnica inmunocitoquimica ultraestructural

Los fragmentos incluidos en LRW fueron seccionados en cortes semifinos (de
200 nm) que luego fueron tefiidos con azul de toluidina, para seleccionar la zona de
interés. Posteriormente se obtuvieron cortes finos de 80 nm (color de interferencia
dorado) con cuchilla de diamante en un ultramicrétomo Jeol JUM-7. Los cortes se

montaron en grillas de niquel.

El protocolo de las reacciones inmunocitoquimicas comprendio la siguiente
secuencia:
-Blogueo con PBS-BSA al 1%, por 15 min a temperatura ambiente.
-Incubacion con anticuerpo primario anti- LC3 (L8918) Rabbit mAB Sigma, diluida en
1/100 en PBS-BSA 1%, durante la noche.
-Lavado con PBS.
-Incubacion con anticuerpo secundario segun corresponda, 1gG-Goat-anticonejo, 19gG-
Goat-anti-raton; conjugados con particulas de oro 15 nm (Aurion conventional gold
regents), dilucién 1/30,a 37 °C 1 h.
-Lavado con agua bidestilada.
-Coloracion con solucion acuosa saturada de acetato de uranilo por 30 s. Los cortes
fueron examinados y fotografiados en un microscopio electrénico de transmision Zeiss
Leo 906.

Técnica de Western Blotting (WB)

A-Separacion electroforética de proteinas en base al peso molecular en condiciones

desnaturalizantes de homogenatos hipofisarios.
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A partir de las glandulas adenohipofisiarias de los 4 grupos del modelo animal
experimental por triplicado (n:36) se determinaron los niveles de expresion de Beclin 1
[(Beclin-1 (D40C5) Rabbit mAb, Cell Signaling Technology]; LC3 [(L8918) Rabbit
mAB, Sigma]; p53 (anti-p53 sc-6243, Santa Cruz) yp21 (anti-p21 ab80633, Abcam,
USA), por la técnica de WB. Para la cual se obtuvieron extractos de proteinas mediante
homogenizacion fria en buffer de lisis celular RIPA (con un coéctel de inhibidores
enzimaticos PMSF 2mM 16ug/ml, leupeptina 10pug/ml y aprotinina 10pug/ml), los
lisados celulares fueron centrifugados a 15000 g durante 20 minutos a 4 °C para
sedimentar el material insoluble y el sobrenadante se retird, almacenandose en
alicuotas congeladas a -20 o -80 °C para su posterior utilizacion. La concentracion de
proteinas se determiné mediante cuantificacion, utilizando ensayo de Bradford y BSA
como estandar. Seguido los extractos fueron calentados por 5 minutos a 95 °C en
presencia de buffer muestra Leammli (SDS, Glicerol y B-mercapto-etanol) y las
proteinas solubles separadas por electroforesis en geles de SDS-PAGE al 12%. Donde
se sembraron 100pg de proteina para la determinacion de las moléculas de interés. Para
verificar el peso molecular de las proteinas de interés se utilizé un marcador de pesos
moleculares All Blue (Precision Plus ProteinTM Standards, #161-0373-BIO-RAD
Laboratories, INC).

B- Transferencia e inmovilizacion a un soporte sélido

Completada la electroforesis se realiz6 la transferencia de las proteinas a una
membrana de nitrocelulosa (Amershan International) con una dimension similar al gel

8.2cmx5cmx1mm.
C- Formacion y deteccion del complejo antigeno-anticuerpo

-Bloqueo de sitios de uniones inespecifica con BSA al 5% TBS-Tween al 0,1% 1h en
agitacion a temperatura ambiente.

-Incubacién con anticuerpo primario correspondiente diluido en TBS-Tween al 0,1%,
toda la noche a 4°C en agitacion.

BCNL1: 1/1000

LC3: 1/1000
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p53: 1/150

p21: 1/1000

-Lavados con TBS-Tween al 0,1% por 15 min en agitacion a temperatura ambiente.
-Incubacion con anticuerpo secundario conjugados con peroxidasa (HRP) (Jackson,
West Grove, PA, USA) anti-conejo dilucion 1:2000 y anti-raton dilucion 1:4000 en
TBS-Tween al 0,1%, segun corresponda, por 1 h en agitacion a temperatura ambiente.
-Lavado con TBS-Tween al 0,1%, por 15 min en agitacion.

-Incubacion con reactivos de deteccion de WB ECL (Amersham, Buks, Reino Unido).
-Exposicion de la membrana a una placa fotogréfica (Kodak) para la deteccion de las
sefiales quimioluminiscentes procedentes de los blots de las proteinas (Hyperfilm ECL
Amersham).

-Revelado del anticuerpo secundario acoplado a HRP y fijacién de la placa fotografica
(Kodak). Para confirmar la carga equivalente de proteina total en cada carril y como
control interno de la expresion proteica se utilizo B-actina (A1978, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) dilucién 1/2000.

Las densidades de las bandas correspondientes a los resultados del WB fueron

analizados con el programa Image J 1.47 software (National Institute of Health, USA).

Andlisis estadistico

Para el andlisis de la expresion de las proteinas de interés en el modelo
experimental basico se realizd el test ANOVA-Fisher y el de correlacion, usando el
coeficiente de Pearson, para establecer relacion entre las proteinas: Beclina 1, LC3,
p21, p53, considerandose p significativa <0.05.

En los adenomas humanos se estudiaron las siguientes variables: distribucion
por género, edad, tipo histologico, expresion de Ki-67 y de moléculas marcadoras de
autofagia Beclina 1 y LC3. Los resultados obtenidos, fueron presentados como
promedios (DS) para datos continuos o por frecuencia y porcentajes para datos
categoricos. Para analizar la asociacion entre las variables se utilizo test de X2 y Test-
T, considerandose en todos los casos p significativa <0,05. El andlisis fue llevado a

cabo usando el software Infostat (154).
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RESULTADOS

INVESTIGACION BASICA

Caracterizacion del modelo de prolactinoma experimental inducido por estrogenos

Las secciones coloreadas con H/E, evidenciaron en los diferentes tiempos de
exposicion hormonal, células epiteliales predominantemente acidéfilas, con amplios
citoplasmas (Figura 1). Se destaca la presencia, en los grupos tratados con BE, de una
extensa red de capilares dilatados y congestivos.

El analisis de la trama de reticulina, puso en evidencia marcados cambios de la
misma en los diferentes tiempos de estimulo hormonal respecto del grupo C. A los 10d
BE se observé distension de la trama con un incremento del tamafio acinar a expensas
de la hipertrofia e hiperplasia celular (estadio hiperplasico). En las ratas tratadas por
20d se destaco la disrupcion incompleta del sostén de fibras conectivas, coincidente
con lo que se caracteriz6 como un estado hiperplasico/adenomatoso. En el tiempo final
analizado (30d BE) se apreciaron sectores glandulares con desaparicion completa de
las fibras de reticulina (Figura 2) vinculable a la presencia de transformacién
adenomatosa.

El andlisis del indice de proliferacion celular en los tumores adenohipofisarios
fue realizado mediante la determinacion del porcentaje de células marcadas para Ki-67
(Figura 3). Se identifico un aumento del nimero de células Ki-67 positivas a partir de
los 10d de accién estrogénica, destacandose el pico proliferativo a los 20d del efecto
hormonal (p<0,05 20d BE vs C y 10d BE) tiempo en el que se inici6 el estado
hiperplésico/adenomatoso. Cabe remarcar que de manera significativa la tasa
proliferativa media descendio a valores similares al C a los 30d de efecto estrogénico
(p<0,05 vs C), momento en el que se advierte la desaparicion de la trama de sostén.

La evaluacion ultraestructural de las glandulas tumorales demostré un
predominio de celulas lactotropas las que exhibieron hiperplasia de las organelas
proteinopoyeticas, hallazgo mas relevante cuanto mayor fue el tiempo de accion del
BE (Figura 4). A los 30d BE se destacaron los citoplasmas distendidos con abundantes

membranas de RER en disposicion concéntrica. El efecto estrogénico indujo un
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progresivo fendmeno de degranulacion, comparado a la clasica morfologia de las
células lactotropas observadas en ratas macho controles. Otra particularidad observada
a nivel subcelular fue la presencia a partir de los 20d de efecto hormonal, de células
involutivas que mostraron marcada electrodensidad nuclear y citoplasmatica.

Figura 1: Microscopia fotonica de adenohipdfisis control (A) y estimulada con BE por
10 (B), 20 (C) y 30 (D) dias. Se destaca un progresivo incremento de la trama vascular, la que
a los 30d se aprecia congestiva y marcadamente dilatada. H/E. 400X.
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Figura 2: Microfotografias fotonicas de la trama de reticulina de seccién de
adenohipdfisis control (A) y estimulada con BE por 30d (B). Se destaca la pérdida de la trama
de sostén a los 30d BE compatible con un adenoma hipofisario. 400X.
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Figura 3: indice de proliferacion de células adenohipofisarias marcadas con Ki-67. En
las fotografias de inmunomarcacion se aprecia el pico proliferativo a los 20d BE respecto a los
otros tiempos de estimulacion hormonal y al grupo control. Las imagenes microscopicas ponen
en evidencia la inmunolocalizacién nuclear para la proteina de interés(Magnificacion original
40X).
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Figura 4: Microfotografias electronicas de glandula adenohipdfisis control (A) y
estimuladas con BE por 10 (B), 20 (C) y 30 (D) dias. Se identifica un progresivo fendmeno de
degranulacion de citoplasmas de células lactotropas en los tiempos de estimulo hormonal
acompafado de hiperplasia de RER y aparato de Golgi. RER: reticulo endoplasmico rugoso.

Expresion de moléculas requladoras del ciclo celular en lesiones proliferativas

adenohipofisarias inducidas por estrégenos

En el modelo experimental se analiz6, mediante la técnica de WB, la expresion
de las proteinas reguladoras del ciclo celular: p21 y p53. Con relacion a p21, luego del
estimulo estrogénico, hubo un incremento progresivo lineal de la proteina comparado
con el grupo C, alcanzando los maximos niveles a los 30d BE (estado adenomatoso)
(p<0,05 vs C), sin observarse diferencias significativas entre los diferentes tiempos de
accion hormonal (Figura 5).
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Un comportamiento similar se observé en la proteina p53, la que exhibi6 un
marcado y significativo aumento de su expresion a los 10, 20 y 30 d de efecto
estrogénico comparada con el grupo C (p<0,05). Asimismo, se evidencié una leve
disminucion de su expresion a los 20d de estimulacion con BE, sin perder la

significancia estadistica respecto al control (Figura 6).
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Figura 5: p21 en lesiones proliferativas adenohipofisarias inducidas por estrdgenos. El
pico de expresion se aprecia a los 30d BE. Medias con letras distintas son significativamente
diferentes (p < 0,05).
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Figura 6: Andlisis de la expresion de p53. Se destaca un incremento sostenido y
significativo a lo largo del desarrollo hiperplasico/adenomatoso con relacion al grupo control.
Medias con letras distintas son significativamente diferentes (p < 0,05).

Evidencias ultraestructurales de macroautofagia en lesiones proliferativas
adenohipofisarias inducidas por estrégeno

Mediante la utilizacion de la MET, se demostré que la estimulacion con BE indujo
un proceso proliferativo hiperplasico/adenomatoso, con la presencia a nivel subcelular de
elementos vesiculares de doble membrana compatibles con autofagosomas, con material
en su interior y en diversos estadios de degradacién. Estas estructuras se observaron en
todos los tiempos de estimulacion hormonal, siendo méas evidentes a los 20d y 30d
(Figura 7).
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Figura 7: Vesiculas autofagicas en el modelo de adenoma lactotropo experimental. Se
aprecian estructuras vesiculares de doble membrana a nivel subcelular las que resultan
compatibles con vesiculas autofagicas (cabezas de flecha).

Expresién de Beclina 1 y LC3 en lesiones proliferativas adenohipofisarias

inducidas por _estrégeno

Beclina 1 y LC3 se expresaron en células del adenoparénquima en todos los
tiempos de estimulacion hormonal, siendo mayor a los 20d y 30d BE respecto al grupo C
y 10d BE. (Figura 8). Ambas moléculas evidenciaron inmunolocalizacion citoplasmatica
en células aisladas o agrupadas.
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Figura 8: Expresion de Beclina 1 y LC3 por inmunofluorescencia en lesiones proliferativas
adenohipofisarias inducidas por estrégeno.

Expresion de LC3 a nivel ultraestructural en lesiones proliferativas inducidas por
estrégeno

A los fines de analizar el compartimiento subcelular donde se localizan las
proteinas marcadoras de la macroautofagia Beclina 1 y LC3 se procedié a
inmunolocalizarlas mediante la técnica de ICQ ultraestructural. Mediante dicha
metodologia no pudo inmunomarcarse la primera de ellas. Sin embargo, se demostrd
LC3 a nivel subcelular en todos los tiempos de estimulacion hormonal, siendo mayor
su expresion a los 20 y 30 BE (Figura 9).
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Figura 9: Inmunolocalizacion ultraestructural de LC3. A y B: El oro coloidal (15nm)
marca la presencia de LC3 en citoplasma de células adenohipofisarias de ratas expuestas a BE,
como asi también en ambas caras de estructuras membranosas vesiculares compatibles con
autofagosomas (flecha). C: control negativo.

Semicuantificacién de Beclina 1 mediante la técnica Western Blotting

Beclina 1 evidencié un incremento significativo de su expresion respecto al C en todos
los grupos que recibieron estimulacion hormonal. Sin embargo, a los 20d BE, tiempo
que correspondio al estado hiperplasico/adenomatoso hipofisario, Beclina 1 alcanzo los
maximos niveles de expresion (p<0.05 vsC, 10d y 30d). A los 30d de estimulacion con
BE, la expresion disminuy6 alcanzado los valores apreciados a los 10d BE (p<0.05 vsC
y 20d BE) (Figura 10).
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Figura 10: Expresién de Beclina 1 en lesiones adenohipofisarias inducidas por
estrégeno, segun tiempo de exposicién hormonal: Control, 10, 20 y 30 dias. Medias con letras
distintas son significativamente diferentes (p < 0,05).

Semicuantificacién de LC3 mediante la técnica Western Blotting

La semicuantificacion de LC3 permitio evidenciar un incremento significativo
de la expresion de esta molécula a los 10d, 20d y 30d de efecto hormonal, alcanzando
los méximos niveles de expresion a los 30d BE (p<0.05 vs C, 10d y 20d) (Figura 11).
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Figura 11: Expresién de LC3 en lesiones adenochipofisarias inducidas por estrégeno,
segun tiempo de exposicién hormonal: Control, 10, 20 y 30 dias.Medias con letras distintas son
significativamente diferentes (p < 0,05).

Correlaciéon de p53 v p21 con Beclina 1 yv LC3 en lesiones proliferativas
inducidas por estrégeno

Al relacionar la expresion de marcadores de macroautofagia con p53 y p21 como
mediadores de muerte y arresto celular, en el modelo experimental, se observé que
Beclina 1 mantiene una correlacion directa con ambas proteinas reguladoras del ciclo
celular (Beclina 1 y p53: Coeficiente de Pearson = 0.64; Beclina 1 y p21: Coeficiente
de Pearson = 0.62)en todos los tiempos de estimulacién hormonal, presentando
significacion estadistica en ambos casos (Figura 12).

Por su parte, LC3 evidencid una correlacion directa y estadisticamente significativa
con p21 (Coeficiente de Pearson = 0.7), mientras que para p53 se objetivd una
tendencia inversamente proporcional, sin alcanzar la significacion estadistica
(Coeficiente de Pearson = 0.20) (Figura 13).
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Figura 12: Expresion porcentual de Beclina 1 y las proteinas reguladoras del ciclo
p53 (A) y p21 (B) en todos los tiempos de estimulacion hormonal del modelo de
prolactinoma experimental. (R: Correlacion de Pearson).
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Figura 13: Expresion porcentual deLC3 y las proteinas reguladoras del ciclo
p53 (A) y p21 (B) en los todos los tiempos de estimulacion hormonal del modelo
de prolactinoma experimental. (R: Correlacion de Pearson).
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INVESTIGACION APLICADA

Datos clinicos patolégicos de la cohorte de adenomas hipofisarios humanos

funcionantes analizados

Los adenomas hipofisarios se caracterizaron con la tincion H/E, la
determinacion inmunohistoquimica de las hormonas sintetizadas y los hallazgos
ultraestructurales. En esta cohorte (n:33), el 59% de los pacientes fueron mujeres, con
una edad media de 39 (DE 12,96) afios. Del total de adenomas hipofisarios analizados
27% fueron adenomas de células lactotropas, 33% de adenomas de células
somatotropas/mamosomatrotropas y 36% de células corticotropas.

Histologicamente se apreciaron células con amplios citoplasmas y nucleos
regulares en las secciones coloreadas con H/E adoptando diversos patrones
morfolégicos: sélido, papilar y trabecular (Figura 14).

s
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Figura 14: Patrones histomorfoldgicos de adenomas hipofisarios. Las células
tumorales pueden adoptar diversos patrones de crecimiento, en planchas monomorfas
conformando un patrén sélido (A); estructuras papilares (B) y cordones anastomosados
conformando un aspecto trabecular (C). Magnificacion original 400X.
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Del total de adenomas hipofisarios el 58% fueron macroadenomas y el 42%
microadenomas. La media del indice Ki67 fue 2,68 (DE: 0,39); IC del 95% 11,88 a
3,48. Setenta y tres por ciento de los adenomas revelaron un indice Ki67 <3%. El
indice Ki67 fue independiente de tamafio del tumor (p>0,05). Desafortunadamente,
datos de la presencia o ausencia de invasion, sélo se pudo recabar en 9 de 33 adenomas

hipofisarios.

La Tabla 1 muestra las caracteristicas clinicopatolédgicas de la cohorte de

tumores analizada.
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Andlisis subcelular de adenomas hipofisarios humanos: evidencias ultraestructurales

de macroautofagia

El analisis subcelular de los adenomas hipofisarios permitio la identificacion de
aspectos morfolégicos muy caracteristicos de los diversos subtipos tal como se muestra
en la Figura 15.

La evaluaciéon a través de MET permitié observar en 20 de 33 adenomas
hipofisarios  funcionantes,  caracteristicas  morfoldgicas  compatibles  con
macroautofagia. La caracteristica ultraestructural mas llamativa y mejor documentada
fue la presencia de numerosas vesiculas limitadas por membrana con material amorfo

electrodenso y mitocondrias en su interior(Figura 16).

Expresién de Beclina 1 y LC3 en adenomas hipofisarios humanos

La expresion de ambas moléculas relacionadas al proceso de macroautofagia se
observo en 20 de los 33 adenomas hipofisarios funcionantes analizados. Como puede
observarse en la Tabla 2, de los adenomas positivos para Beclina 1 y LC3 el 60%
exhibio expresion de las moléculas de interés, la que vari6 del 11 al 50% de células
inmunorreactivas.

El analisis mediante la técnica de inmunohistoquimica puso en evidencia
inmunomarcacion citoplasmatica difusa tanto de Beclina 1 como de LC3. Las células
inmunopositivas se distribuyeron en el adenoparénquima de manera individual o
conformando pequefios agrupamientos (Figura 17).

El analisis semicuantitativo de los marcadores de macroautofagia permitid
comprobar una expresion mayor de las moléculas en adenomas de células
somatotropas funcionantes (n:7) versus glandulas normales (Figura 18).

El andlisis estadistico entre la expresion de Beclina 1 y LC3 asociado a los
parametros clinico-patoldgicos s6lo puso en evidencia una diferencia significativa para

Beclina 1 y LC3 entre macro y microadenomas (p<0,05) (Tabla 3).
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Figura 15. Hallazgos ultraestructurales en diferentes adenomas pituitarios humanos
funcionantes. (A) Adenoma de células lactotropas, (B) adenoma de células somatrotropas
densamente granulado, (C) adenoma de células somatrotropas escasamente granulado de
nucleo irregular con acumulacion esférica de filamentos intermedios (asterisco), (D) adenoma
de células corticotropas densamente granulado con grénulos secretorios de 200 a 300 nm y
voluminosos lisosomas (flechas). Magnificaciones originales 7400X.
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Figura 16: Imagenes ultraestructurales representativas de vacuolas macroautofagicas
observadas en diferentes tipos de adenomas hipofisarios. Se destaca la presencia de vesiculas
con diferentes contenidos tales como granulos secretorios (A), fragmentos de citoplasma y
mitocondria (B-F).
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Tabla 2: Expresion de Beclina 1 y LC3 en adenomas hipofisarios humanos

Adenoma n Neg 1+ 2+ 3+ 4+
PRL 10 5 2 2 0
GH 11 3 3 4 0
ACTH 12 5 0 5 0

Figura 17: Evidencias moleculares de macroautofagia en adenomas hipofisarios
humanos funcionantes. Estos ejemplos de adenoma de células lactotropas (A) y de células
somatotropas escasamente granulado (D), demuestran la expresion citoplasmatica difusa de
Beclinal (By E) y LC3 (Cy F) tanto en elementos celulares aislados como en conglomerados.
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Figura 18: Analisis de la expresion deBeclina 1 (A) y LC3 (B) por WB, en una cohorte de
adenomas de células somatrotropas y adenohipdfisis normales (n:7). Tanto Beclina 1 (C) como
LC3 (D) presentaron mayor expresion en el grupo de los adenomas vs el grupo de hipdfisis
control, sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
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Tabla 3: Relacion de la expresion de Beclina 1 y LC3 con caracteristicas clinicopatologicas de

adenomas hipofisarios humanos funcionantes.

Inmunotincion para Beclinaly LC3
Datos clinicos n Positivo Porcentaje (%0) Valor p (< 0,05)
(Casos)
Edad
>40 13 8 61,5 0.48
<40 20 9 45
Género
Masculino 12 8 61,53 0.50
Femenino 21 11 52,38
Adenoma
PRL 10 5 50 0.60
GH 11 8 63,63
ACTH 12 7 58,33
Tamafio Tumoral
Macro 19 13 68,42 0.046
Micro 14 6 40
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DISCUSION

El presente trabajo de Tesis Doctoral ha abordado un tema de suma actualidad
no solo en el campo de la investigacion béasica sino también aplicada de la Medicina: la
macroautofagia. Este mecanismo empez0 a estudiarse en la década de 1960 y su interés
ha ido acrecentandose a lo largo de los afios de tal forma que, en 2016, la Asamblea
Nobel en el Instituto Karolinska, otorgd el Premio en Medicina y Fisiologia al bidlogo
celular japonés Yoshinori Ohsumi por sus investigaciones en la identificacion y
caracterizacion de la maquinaria de la autofagia (5). La gran relevancia del presente
estudio es que este mecanismo celular evolutivamente conservado (155) ha sido
analizado en una de las neoplasias méas frecuentes del SNC: los adenomas hipofisarios,
recientemente también denominados PitNETs (130). Este proceso celular fue evaluado
en un disefio experimental basico desarrollado en ratas macho de la cepa F344 y en un
grupo de adenomas funcionantes humanos.

La autofagia es un proceso de autodegradacion celular controlado
genéticamente, que se caracteriza por la formacion de vesiculas de doble membrana
que capturan y secuestran componentes intracelulares que posteriormente se degradan
en la luz lisosomal (2). Tiene diversas funciones fisiologicas que se mantienen en todo
el organismo, sin embargo, también estd involucrada en la patologia de multiples
enfermedades. A nivel del sistema endocrino, la autofagia tiene funciones clasicas
como asi también especificas (156). La crinofagia es una variante de autofagia presente
en glandulas endocrinas y en la hipofisis normal se encarga del mantenimiento de los
niveles hormonales a través de la degradacion de excesivos granulos de secrecién
(157). Se ha demostrado que, durante el ciclo estral natural de la rata, si no se produce
la gestacion, los granulos de PRL se fusionan con los lisosomas para ser degradados y
reciclar sus aminodcidos (158). Kuriakose y col. (124),postularonque, en células
lactotropas, este proceso puede ser modulado por esteroides, demostrando que los
estrogenos estimulan la crinofagia mientras que la progesterona la inhibe (124).
Aunque las investigaciones inicialmente se centraron en células productoras de PRL,
también se ha confirmado que esta variante de autofagia estd desarrollada en otros

tipos de células de la adenohipofisis como corticotropas, somatotropas, gonadotropas y
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tirotropas (159) (160) (123). En la actualidad, la macroautofagia también se puso en
evidencia en el tejido adenomatoso pituitario, tanto en modelos basicos como en
reportes aislados de casos de adenomas humanos (134) (136), pero aun se desconoce si
este mecanismo estd asociado al desarrollo tumoral o si actia como responsable del
control e inhibicién de su crecimiento (161) (162). Es por este motivo que a partir de
las investigaciones de esta Tesis Doctoral nos propusimos aclarar algunas de estas
incognitas.

A los fines de dar respuesta a ciertos mecanismos de génesis tumoral
adenohipofisaria mediados por macroautofagia, se analizaron en el modelo
experimental, dos de las moléculas marcadoras del proceso: Beclina 1 y LC3 y su
relacién con las proteinas reguladoras del ciclo celular.

La cepa de ratas F344 es una de las mas sensibles al desarrollo de prolactinoma
experimental y se la considera apropiada, aunque con limitaciones, para el estudio de
los mecanismos tumoralesadenohipofisarios ya que en ellas es factible controlar los
procesos secretores, la proliferacion celular normal, anormal y sus interrelaciones (163)
(164). Se ha demostrado que los estrdgenos tienen diferentes efectos sobre la funcion
pituitaria, incluida la regulacién de la sintesis y secrecion de la mayoria de sus
hormonas, la proliferacion de sus diferentes tipos de células y poseen efectos
mitogenicos en la glandula que estdn mediados por el receptor estrogénico alfa (ERa)
(165) (166). A largo plazo, estas hormonas esteroideas pueden inducir tumores en una
variedad de modelos animales, entre los cuales se incluyen los tumores pituitarios
productores de PRL en ratas (167). En nuestro estudio, pudimos demostrar que tras 30d
de estimulacién con BE, se desarrollaron sobre un fondo hiperplésico, sectores
adenomatosos. De manera similar Mukdsi y col. (153)describieron, en ratas macho de
la cepa Wistar, transformacidon adenomatosa tras 60 dias de efecto estrogénico, con un
aumento progresivo del tamafio glandular, tal como lo reportaran Weiner y col. (168).

Asimismo, pudimos observar en nuestro modelo experimental, que la tasa de
proliferacion celular, evaluada mediante la inmunomarcacién para Ki-67, tuvo su
mayor indicea los 20d de accidn estrogénica respecto a los demas tiempos de efecto
hormonal y al grupo C. Este pico proliferativo se correspondié con el estadio

hiperplasico/adenomatoso glandular. En concordancia con nuestros hallazgos,
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Miyajima y col. (169), estudiaron la proliferacion celular en un modelo de
prolactinoma inducido por E2 en ratas F344 y demostraron también un marcado
aumento en el namero de células inmunopositivas para Ki-67 en las pituitarias de los
murinos estrogenizados versus el grupo control (169). En contrapartida, Takekoshi y
col. (170), evidenciaron en otro modelo tumoral inducido por estrogenos, pero en ratas
de la cepa Sprague-Dawley, la aparicion de nddulos neoplasicos cuyas celulas
expresaron inmunopositividad para PRL y para las subunidades a y B de TSH,
simulando un adenoma humano plurihormonal. Sin embargo, en estos tumores
hipofisarios experimentales, la expresion de Ki-67 no demostrd ser significativamente
mayor con relacion al resto del parénquima glandular no adenomatoso (170). En otro
estudio de tumores hipofisarios experimentales inducidos en la cepa Wistar, la
cuantificacion de las células inmunopositivas para Ki-67 revelé6 un aumento
significativo de la proliferacion celular en el grupo de animales estrogenizados durante
10d, con un pico de aproximadamente ocho veces mayor respecto al grupo C, sin
embargo, esta tasa proliferativa no se mantuvo durante todo el periodo analizado (40 d)
y disminuyd sucesivamente aunque permanecié siendo mas alto que los controles
(171). Todos estos datos permiten inferir que el estimulo estrogénico en adenohipofisis
genera cierto grado de proliferacion celular en animales de laboratorio, pero el mismo
es dependiente de la cepa.

Otra de las moléculas que se analizé fue la proteina p53 la cual, junto con p21
(su principal proteina diana), participan en el control del ciclo celular, inhibiendo la
progresion del mismo frente a diversos escenarios, e intervienen en los mecanismos de
muerte celular como apoptosis y autofagia (172).Cabe destacar que cada una de las
funciones mencionadas de p53 esta vinculada a su localizacién subcelular (116).

En los diferentes tiempos de estimulacién con BE evaluados, p53 exhibié un
marcado y significativo aumento de su expresion a los 10, 20 y 30d comparada con el
grupo C, donde presentd niveles practicamente indetectables. En un modelo animal
similar de tumores hipofisarios, pero desarrollado en la cepa Wistar, Sabatino y col.
(171) observaron un incremento de esta molécula a los 10 y 20d BE, con una clara
localizacion en el compartimento citoplasmatico y un descenso de sus niveles a los 40d

de accion hormonal. Por su parte, Molinari y col. (173), describieron en una linea
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celular de cancer de mama MCF-7, que el estrégeno induce inactivacion de p53,
redistribuyéndolo al citosol, siendo este evento necesario para la proliferacion de
células inducidas por la hormona esteroidea. Si bien en nuestro modelo experimental
no se analizaron fracciones subcelulares para evidenciar cambios en la relacion
citoplasmatica/nuclear de p53, nuestros resultados son concordantes con los descriptos
por Sabatino y col. (171), con relacion a la expresion de la proteina en modelos
murinos estrogenizados, donde la relocalizacion de p53 podria estar asociada con la
puesta en marcha de mecanismos de freno de la proliferacion de las lactotropas (171),
situacion que pudimos apreciar en el tiempo final de estimulo estrogenico en virtud de
una caida del pico de expresion de Ki-67 tal como fue observado después de los 20d
BE.Como se menciond previamente y en respuesta al dafio del ADN, p53 induce a la
que es probablemente la mas importante de sus dianas transcripcionales, p21, la cual
inhibe el complejo CDK-ciclina especificamente en la fase G1 y G2, bloqueando la
progresion del ciclo celular e impidiendo el crecimiento de las células (174). En
nuestro modelo de prolactinoma experimental, se aprecié un incremento progresivo y
significativo de la expresion de p21, alcanzando el maximo nivel a los 30d BE, tiempo
relacionado con el desarrollo adenomatoso glandular. Esto permite hipotetizar que, en
este tiempo de efecto hormonal, p21 estaria ejerciendo un efecto inhibitorio del ciclo
celular debido a su mayor expresion. En un estudio con ratones knock-out con fenotipo
doble negativo para p18/ p21, se demostro el desarrollo de adenomas hipofisarios mas
alla de los tres meses de edad (175). Sin embargo, aunque estos datos sugieren que la
ausencia de p21 fomenta la aparicion de la neoplasia hipofisaria, la sobreexpresion de
p21 observada en los tumores también podria reflejar la interrupcion de las vias
sucesivas dependientes de p21, particularmente si la proteina es defectuosa a pesar de
su abundancia relativa (176). Con el fin de aclarar aspectos sobre la patogenia de los
adenomas hipofisarios, Chesnokova y col. (177) examinaron los mecanismos que
favorecen la proliferacion de células pituitarias, a partir del analisis de los cambios en
la expresion del gen transformador de tumores hipofisarios (PTTG) y su efecto sobre
las proteinas reguladoras del ciclo celular p53 y p21 en un modelo de ratones nulos
para PTTG (177). La delecion de este gen dio como resultado la induccion de la
proteina p21 y abolio el desarrollo de tumores hipofisarios en ratones doblemente nulos
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para RB/PTTG. Posteriormente, el mismo grupo de trabajo generé un modelo murino
negativo para p21 y demostré que la ausencia de esta proteina invirtio la tasa de
proliferacion atenuada previamente y desencaden6 un mayor desarrollo tumoral
hipofisario en estos animales. Los resultados mencionados, indicarian que los cambios
en la expresion de PTTG y p21 promueven la senescencia, frenando asi el crecimiento
tumoral (177).

Hasta este punto pudimos demostrar que, durante el desarrollo
hiperplasico/adenomatoso hipofisario inducido por BE, se incrementan de manera
significativa p53 y p21, probablemente como un freno a la proliferacion celular. El
siguiente paso fue analizar si se pone en marcha el mecanismo macroautofagico y qué
asociacion tendria con las moléculas anteriormente mencionadas.

La deteccion y el monitoreo adecuados de la macroautofagia constituyen un
gran desafio teniendo en cuenta que se trata de un fendbmeno de autodegradacién
celular altamente dinamico (147). Para estimar con precision esta actividad, es esencial
determinar el flujo autofagico, sin embargo, éste resulta dificil de medir tanto en
células cultivadas como en modelos experimentales animales, siendo incluso
actualmente poco viable en humanos (178). EI método mas antiguo utilizado para
demostrar la autofagia es la MET, ya que permite identificar ultraestructuralmente la
presencia de las vesiculas tipicas vinculadas al mecanismo (148). En el modelo murino,
mediante el uso de MET, pudimos evidenciar hallazgos morfoldgicos compatibles con
autofagosomas, a partir de la presencia de estructuras subcelulares delimitadas por una
bicapa lipidica y con material citoplasmatico en su interior (mitocondrias, RE, granulos
de secrecion) en diferentes estadios de degradacion. Estos elementos vesiculares, se
objetivaron en todos los tiempos de estimulacion con BE, siendo aparentemente mayor
en nimero y tamafio a los 20d y 30d. Estos hallazgos se encuentran avalados por
Eskelinen E. (179), quien postulé que la evidencia de componentes citoplasmaticos
englobados en vesiculas de doble membrana es el sello distintivo de los
autofagosomas, proporcionando la certeza definitiva del proceso, y en otro de sus
reportes (180), se especifica que la MET sigue siendo imprescindible para confirmar y
verificar los resultados obtenidos por otros métodos, permitiendo analizar los detalles

subcelulares de las organelas y determinando caracteristicas de los subtipos especificos
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de autofagia. Sin embargo, no podemos desestimar que, si bien la utilidad de la MET
es indiscutible para el analisis de este proceso, es un método que puede conducir a
interpretaciones variadas, teniendo en cuenta la compleja organizacion tridimensional
de los tejidos (181).

Hallazgos ultraestructurales similares de macroautofagia a los que describimos
en la presente Tesis Doctoral, fueron reportados en otros modelos experimentales.
Jacob y col. (182), publicaron datos morfoldgicos compatibles con autofagosomas en
células acinares pancreaticas en un modelo murino de pancreatitis aguda experimental
inducida por farmacos. En analogia con lo reportado en nuestro modelo, estas vacuolas
observadas mediante MET, estaban delimitadas por una doble membrana y contenian
material citoplasmatico en su interior (mitocondrias, fragmentos de RE, granulos de
zimogeno). En el reporte de Yi y col. (183), se demostrd, mediante igual metodologia,
la presencia en células de Leydig de rata con autofagosomas que engloban
mitocondrias, RE y granulos secretores (183). Asimismo, la tasa de actividad
autofagica en estos animales presentd fluctuaciones de acuerdo con la necesidad de
sintesis hormonal (184). Este patrén de la activacion de la autofagia reportado por Yiy
col. (183), se podria comparar a los estudios de crinofagia descriptos anteriormente en
las células hipofisarias (157).

Tomando en consideracion que la macroautofagia es un proceso dinamico que
se desarrolla en multiples pasos consecutivos y que esta regulada en todas sus etapas
por diferentes moduladores (156), se considerd necesario asociar al analisis
ultraestructural otras metodologias complementarias. Para ello, y tomando en cuenta
que el estudio molecular de la macroautofagia requiere de al menos dos técnicas que
detecten la expresion de sus proteinas involucradas (2), se utilizaron IF y WB para
analizar dos marcadores del mecanismo. Las proteinas estudiadas fueron Beclina 1
(185) y LC3 (186), las cuales participan en las etapas de induccion y formacion del
autofagosoma respectivamente (24). Estas dos moléculas se consideran “marcadoras
claves de la macroautofagia” y han sido ampliamente analizadas en diferentes tejidos y
en relacion con los puntos regulatorios del proceso (26).

En nuestro modelo experimental, durante el desarrollo del prolactinoma

experimental y mediante IF ambas moléculas fueron inmunodetectadas a nivel
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citoplasmatico tanto en células aisladas como agrupadas en todos los tiempos de
estimulacion con BE, siendo la expresion de estas méas evidente a los 20 y 30d de
efecto hormonal. Mediante la técnica de WB pudimos evidenciar que Beclina 1
demostr6 sus mayores niveles de expresion a los 20d BE (estado
hiperplasico/adenomatoso) mientras que LC3 (en sus dos isoformas: LC3-1 y LC3-11)
presenté mayor concentracion a los 30d BE con significacion estadistica respecto al
grupo C.

Un dato de importancia fue que en nuestro modelo experimental LC3 al ser
semicuantificada se present6 con sus dos isoformas.LC3-1, que es citosdlica, y la otra
LC3-1I, que estd conjugada con FE y se encuentra presente en estructuras
membranosas, por ejemplo, el autofagosoma. La conversion de LC3-1 a LC3-lI
representa la conjugacién de la molécula con FE y demuestra la activacién del proceso
(187). La cantidad de LC3-1l estd estrechamente correlacionada con el nimero de
autofagosomas, por lo cual sirve como un buen indicador de la formacion de los
mismos. Sin embargo, en algunos casos la acumulacién de estos compartimentos
autofagicos detectada por MET no se correlaciona con la cantidad de LC3-l1l
semicuantificada, y esto puede deberse ya sea a un intenso flujo de autofagia que
consume la proteina rdpidamente o bien a la utilizacion de tejidos o cultivos celulares
donde LC3-1 es muy abundante (por ejemplo, el tejido cerebral) razon por la cual, la
banda correspondiente a esta isoforma obstaculiza la vision de la banda de LC3-11. Con
la finalidad de mejorar la interpretacion de los resultados donde la expresion de LC3 11
es muy abundante, algunos autores recomiendan utilizar inhibidores de proteasas
lisosomales (188).

Un aspecto importante para considerar es que, el modelo experimental utilizado
estd inducido por BE. Estudios realizados en glandula mamaria, la que claramente
responde a los estrogenos, demostraron que el E2 induce autofagia en células
epiteliales por estimulacién de la expresion de genes relacionados a este proceso
(BECN1, LC3), como asi también de los niveles de las proteinas correspondientes
(189). De la misma manera, se comprobd que estas hormonas esteroideas ejercen un
efecto protector de los miocardiocitos al inducir la maquinaria macroautofagica en el

tejido cardiaco (190). A nivel tumoral se ha demostrado que el E2 podria desencadenar
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una forma de dafio mitocondrial que conduce a la senescencia y autofagia mediante la
induccion de Beclina 1y LC3 en células de carcinoma mamario(191).

La influencia del estatus hormonal sobre la autofagia ha sido demostrada no
solo en relacion a los estrégenos. Wen y col. (192), describieron en un estudio de
ratones con hiperinsulinemia, que los hepatocitos de estos animales expresaban niveles
de Beclina 1 y LC3 disminuidos respecto al grupo C y atribuyeron esta inhibicién de la
autofagia a la insulina elevada (192) (193). Por el contrario en ratones con deficiencia
de esta hormona pancreatica, Sarparanta y col. (194), demostraron que la expresion de
Beclina 1, LC3 y Atg5 se encontraba significativamente elevada en los hepatocitos
cultivados (195). La explicacion a este fendbmeno es que los niveles elevados de
glucosa generan estrés oxidativo en las células hepaticas de los roedores, activando el
flujo autofagico a partir de la inhibicion del mMTOR (195) (196).

Se sefiala que en todas nuestras investigaciones se utilizé un modelo in vivo. Si
bien se podrian haber realizado cultivos celulares poniendo a prueba la activacion del
proceso utilizando inhibidores del flujo autofagico, es necesario considerar que, en los
modelos in vitro, el tejido pierde su estructura tridimensional y fundamentalmente las
regulaciones hipotalamicas, como asi también las interacciones con los érganos blanco,
por lo cual las extrapolaciones son dificultosas y muchas veces los resultados se alejan
del modelo in vivo.

A partir de los hallazgos morfolégicos y moleculares descriptos en el modelo
de prolactinoma experimental inducido por estrégenos, surgié el siguiente interrogante:
¢La macroautofagia se asocia a la expresion incrementada de las moléculas reguladoras
del ciclo celular p53 'y p21?

Un hallazgo estadistico significativo fue el de Beclina 1 con relacion a p53 y
p21. Esta asociacion directa también fue descripta por Mrakovcic y Frohlich (197),
quienes reportaron que p53 nuclear actia a nivel transcripcional, regulando diferentes
genes que inhiben a mTOR (principal bloqueador del proceso) activando de esta
manera el complejo iniciador de la autofagia donde participa Beclina 1. Estos autores
también expresaron que, cuando p53 se localiza en citoplasma, ejerce funciones
inhibitorias del proceso al favorecer la activacion de mTOR por diferentes vias. En
contrapartida, White E. (109), publico que la autofagia puede suprimir a p53 ya que
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disminuye el estrés oxidativo al eliminar la produccion de ROS, proporcionando
sustratos metabdlicos necesarios para la defensa antioxidante (109). En nuestro modelo
experimental, LC3 que demostrdé concentraciones mayores a los 30d BE, evidencio una
tendencia inversamente proporcional a p53, aunque sin alcanzar significacion
estadistica. Ya fue expresado que p21 activa la detencién del ciclo celular favoreciendo
el control de la proliferacion. En nuestro anélisis, tanto Beclina 1 como LC3,
demostraron una correlacién directa y significativa con p21. Por lo tanto, teniendo en
cuenta nuestros resultados experimentales, podemos inferir que, la asociacion entre
autofagia y la regulaciéon del ciclo celular si existe, pero depende de la etapa del
proceso, es decir, en las fases iniciales del mecanismo, esta asociacion se justifica por
la interaccion directa entre Beclina 1 y p53 mientras que en las fases mas avanzadas,
p21 mediante su relacion directa con LC3 seria la responsable de controlar la
proliferacion celular y esta accion seria independientemente de p53.

Hasta aqui, se discutieron los resultados obtenidos en el modelo de prolactinoma
experimental en referencia a algunos mecanismos que participan en la generacion de
procesos proliferativos hipofisarios y su relacion con la macroautofagia. Sin embargo,
la puesta en marcha de este proceso en adenomas funcionantes humanos y su
asociacion a parametros clinico-patolégicos no ha sido abordado hasta el presente.

En nuestra cohorte, el 64% de las pacientes fueron mujeres y la edad media de la
poblacién fue 39 afios (rango entre 20-64 afos). Estos datos demograficos son
equivalentes a los de estudios epidemioldgicos descriptos por Afflorei y col. (125),
quienes sostienen que estos tumores han demostrado una prevalencia mayor en los
ultimos afios debido al incremento y mejor definicion de las pruebas diagnosticas, con
mayor incidencia de los adenomas en el grupo etario de 40 a 60 afios (125). Para los
casos de pacientes con PitNETs funcionantes, la edad de diagnostico suele ser mas
temprana que en los pacientes con PitNETs no funcionantes, y ello podria deberse a la
aparicion de la sintomatologia propia de cada subtipo tumoral que conlleva a la
consulta precozmente (198). En relacién con el sexo predominante observado en
nuestra poblacion, la mayoria de las publicaciones, establecen en coincidencia con
nosotros, un mayor porcentaje para el grupo femenino y en este sentido se puede

plantear que la diferencia podria ser debida a sesgos dependientes de la mayor
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propension de las mujeres a consultar tempranamente (199) (125). Sin embargo, estas
variaciones en la distribucién por edad y sexo dependen del tipo tumoral como asi
también a las diferencias planteadas segun cada estudio poblacional (198). Dentro del
grupo de neoplasias analizadas en la presente Tesis de Doctorado, la
inmunohistoquimica evidencio que el 37% fueron adenomas de células corticotropas,
el 33% de células somatotropas/mamosomatrotropas y el 30% de células lactotropas.
Mindermann y Wilson (200) analizaron la frecuencia de los adenomas de acuerdo con
el grupo etario y los resultados fueron: durante la primera década de la vida, mayor
prevalencia para los adenomas secretantes de ACTH; entre las segunda y cuarta
décadas, los adenomas lactotropos; y luego de la quinta década de vida, mayor
predominio para los adenomas no funcionantes (ANF) (200). Agustsson y col. (198) en
su serie de 471 pacientes, identificaron los ANF como el subtipo tumoral mas
prevalente (43%), seguido por el adenoma lactotropo (39,9%). Para Fernandez y col.
(201), en su estudio de 63 pacientes, los resultados mostraron hallazgos similares: los
prolactinomas representaron el 57% de los casos, los ANF el 28%, y el resto de
adenomas en menor frecuencia de presentacion. En el estudio de Clayton (202), los
adenomas lactotropos representaron entre el 31,6% y 35,7% de los tumores y los ANF
entre el 32,1% y 36,8%, siendo los subtipos mas frecuentes. En estudios poblacionales
locales, Cecenarro y col. (199) reportaron, en un analisis retrospectivo y descriptivo
Ilevado a cabo en la ciudad de Coérdoba con un total de 102 pacientes, una frecuencia
del 28% para los adenomas lactotropos, 11.8% de adenomas somatotropos y un 6.2%
de adenomas corticotropos. Tal como se discute en este estudio (199), la discrepancia
entre las diversas publicaciones sobre la incidencia de algin tipo de adenoma
hipofisario, podria deberse a que el reclutamiento de los pacientes en el presente
trabajo de Tesis, procedié de instituciones que son centro de derivacién
neuroquirurgica y a la experticia del neurocirujano en el tratamiento especifico de una
variedad de lesion proliferativa versus otra.

Otro aspecto de importancia clinica en estos pacientes es la evaluacion del tamafio
tumoral de los adenomas. Durante muchos afios se utiliz6 este dato clinico como uno
de los parametros de clasificacion fundamental para decidir la conducta terapéutica
(203). Del total de casos analizados en la presente investigacion, el mayor porcentaje

85



(58%) fueron macroadenomas. Este hallazgo, a partir de los datos demograficos
disponibles, es coincidente con lo reportado en la literatura médica, donde se ha
puntualizado que los PitNETs funcionantes, usualmente son macroadenomas, con
excepcion de los corticotropinomas (204).

En nuestro grupo de pacientes también se evalu6 la expresion de Ki-67, siendo la
media del indice de 2,68 (DE: 0,39). El 73% de los adenomas revelaron un Ki-67 <3%
y, al correlacionarlo con el tamafio tumoral, no se encontraron diferencias
estadisticamente positivas (p>0,05). Durante mucho tiempo se reconociéo a la
positividad de Ki-67 mayor al 3%, como factor pronostico del comportamiento
agresivo de los tumores hipofisarios humanos (205). Sin embargo, publicaciones
recientes, demostraron datos contradictorios respecto al punto de corte de dicho
porcentaje asociado a peor evolucion (206) (207). En sintonia con los hallazgos de esta
Tesis, Grimm y col. (208) han demostrado que el carécter invasivo de los adenomas
hipofisarios no se correlaciona con un aumento del indice de Ki-67, concluyendo que
los parametros de proliferacion son independientes del tamafio del tumor en la
presentacion inicial, siendo sélo importante la expresion elevada de este marcador en
tumores recurrentes. Estudios recientes sobre el valor real de este factor predictivo en
adenomas hipofisarios humanos, expresan que su utilidad en forma aislada es
controvertida, y se sugiere asociarlo con otros parametros histologicos para asegurar la
actividad proliferativa del tejido (209) (210). Por muchos afios se utiliz6 el analisis de
Ki-67 y p53 como marcadores de proliferacion y progresién celular en la
adenohipofisis (211). Actualmente, la OMS en su Ultima clasificacion de PitNETS,
desestimé el uso de estos inmunomarcadores como factores prondsticos de
comportamiento agresivo debido a la existencia de resultados muy variables en la
bibliografia respecto al punto de corte considerado como parametro de peor evolucién
(129). Estos datos de relevancia clinica abren paso a la basqueda nuevos marcadores en
estas neoplasias que pudieran ser blancos involucrados en la patogenia y/o terapéutica
médica.

Al igual que en el modelo experimental, la MET fue la herramienta cardinal
para el analisis de evidencias ultraestructurales de macroautofagia en el grupo de

adenomas hipofisarios humanos funcionantes analizados. Del total de tumores
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evaluados (n:33), 20 de ellos evidenciaron caracteristicas morfoldgicas compatibles
con el proceso autofagico. El rasgo mas relevante y mejor documentado fue la
presencia de numerosas vesiculas citoplasmaticas limitadas por doble membrana con
material amorfo electrodenso, granulos de secrecion y mitocondrias en su interior en
distintos estadios de degradacion. Estas formaciones membranosas fueron
sorprendentemente similares a las observadas en el modelo de prolactinoma
experimental anteriormente descripto. Hallazgos equivalentes, fueron publicados por
Nixon y col. (212), a partir del estudio por MET de biopsias de tejido cerebral
provenientes de pacientes con Enfermedad de Alzheimer. Estos autores describieron la
presencia de vacuolas compatibles con autofagosomas, los cuales se identificaron por
sus caracteristicas morfoldgicas clasicas (tamafio superior a 0,5 mm, delimitados por
doble membrana y contenido intraluminal heterogéneo, que incluia organelas intactas
como asi también componentes del citoplasma parcialmente degradados), Yy
posteriormente, para confirmar los datos morfoldgicos, midieron los niveles de LC3-11
tisular (212). Como se dijo anteriormente, la macroautofagia esta presente en multiples
estados, tanto fisiolégicos como patoldgicos de diferentes drganos. Kostin y col. (213)
describieron caracteristicas ultraestructurales de miocitos en pacientes con
miocardiopatia dilatada idiopatica y demostraron la presencia de vacuolas autofagicas
con material proteico citoplasmatico y nuclear en su interior totalmente desintegrados
(213). En lo que refiere al proceso autofagico de la glandula hipéfisis, tal como se
indicd al principio de este capitulo, los reportes bibliograficos son escasos y no
concluyentes, y la mayoria de ellos hacen referencia a una variante del mecanismo
conocido como crinofagia. Kovacs y col. (134), observaron mediante MET que los
granulos secretores se degradaban por autofagia para formar granulos con pigmento, en
prolactinomas y mas tarde también estos hallazgos fueron descriptos en células de un
adenoma corticotropo silente (134). Por su parte, Mashiter y col (214), informaron el
caso de un paciente con diagnostico de macroadenoma hipofisario con rasgos clinicos
de acromegalia, pero con niveles séricos de GH normales. Estos autores, luego del
analisis por MET y el hallazgo de granulos secretorios englobados en vesiculas
membranosas, atribuyeron a la crinofagia como responsable de la degradacion de los

granulos con hormona de crecimiento. De esta manera, los resultados ultraestructurales
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observados en los adenomas funcionantes humanos incluidos en este trabajo
(neoplasias de células lactotropas, somatrotropas densamente granuladas,
somatrotropas escasamente granuladas y corticotropas), acrecentarian la evidencia
sobre los mecanismos de macroautofagia en hipofisis, sumando datos certeros a la
bibliografia actualmente existente.

Entendiendo que la autofagia es un proceso dinamico que se desarrolla en
multiples pasos consecutivos, al igual que en modelo experimental, se considerd
necesario complementar el analisis ultraestructural con la inmunodeteccion y la
semicuantificacion de las moléculas marcadoras del mecanismo: Beclina 1 y LC3.
Ambas proteinas presentaron una expresion citoplasmatica difusa, tanto en elementos
celulares aislados como en conglomerados, en el 60% de los tumores funcionantes
analizados. El analisis mediante la técnica de WB, en un grupo adenomas de células
somatotropas (n:7) versus glandulas normales (n:7), demostré que tanto Beclina 1
como LC3 presentaron mayor expresion en el grupo tumoral versus el grupo de
hipdfisis control, sin embargo, las diferencias no fueron estadisticamente significativas.
En la basqueda de reportes bibliograficos concordantes con estos resultados, se
encontrd que la evidencia actualmente disponible, relaciona la macroautofagia con la
respuesta a diferentes tratamientos farmacoldgicos en los pacientes con estos tumores.
Para abordar este topico, nos remitimos a los hallazgos de Geng y col. (215) quienes
demostraron una expresion de LC3 significativamente superior en adenomas
hipofisarios secretores de PRL en un grupo pacientes tratados exclusivamente con
BRC versus pacientes sin tratamiento, concluyendo que la BRC podria inducir el
proceso autofagico. Otro agonista dopaminérgico muy utilizado en el tratamiento
médico del prolactinoma es la CAB. Lin y col. (216), demostraron que, este farmaco
indujo la conversion de LC3-1 a LC3-11 en células de tumores hipofisarios de rata
MMQ y GH3 en las primeras etapas del tratamiento. Asi también, mediante MET,
revelaron un mayor numero de autofagosomas y autolisosomas en las células de cultivo
tratadas con CAB en comparacion con las células del grupo control. En el mismo
estudio se demostré que en fases mas tardias del tratamiento, este agonista
dopaminérgico inhibié el flujo autofagico al reducir el valor de pH de los lisosomas,

produciendo acumulacion de la proteina p62 y los autofagosomas no fusionados en las
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células tumorales. En conjunto, estas observaciones concluyen que, CAB primero
desencadena la autofagia pero luego interrumpe progresivamente el flujo autofagico.
Contrariamente a los resultados mostrados por Lin y col. (216), en el total de
prolactinomas analizados en esta Tesis Doctoral, el 50% mostrdé inmunopositividad
para las proteinas Beclina 1 y LC3, pero de estos tumores positivos, s6lo dos habian
sido tratados previamente con CAB. Si bien se trata de un nimero poblacional muy
reducido, las conclusiones planteadas en el mencionado trabajo (216), nos motivan a
estudiar los efectos de CAB vy su relacion con autofagia en otros subtipos de adenomas
hipofisarios en futuras investigaciones. Siguiendo los reportes bibliograficos que
relacionan el tratamiento farmacoldgico de los adenomas y la macroautofagia, se
menciona un estudio retrospectivo donde Dagistanli y col. (140) demostraron sobre
muestras de adenomas secretores de GH la expresion aumentada de Atg5 y la
disminucion de Beclina 1 y Ki-67 en 11 pacientes tratados con SRL (analogos de
somatostatina) versus 9 pacientes sin tratamiento, concluyendo que estos farmacos
podrian inducir la autofagia y reducir la proliferacion celular. En nuestro grupo
poblacional, sobre un total de 11 neoplasias de células somatotropas analizados por
IHQ, el 72% (n:8) fueron inmunopositivas para Beclina 1 y LC3, y por la técnica de
WB se semicuantificaron estas proteinas en 7 tumores secretores de GH y 7 hipofisis
normales. Si bien la expresion de las moléculas marcadoras de macroautofagia fue
mayor en el grupo de PitNETs versus el grupo control, la diferencia no fue
estadisticamente significativamente (p>0.05). EI 90% de nuestros pacientes con
tumores de células somatrotopas no recibieron tratamiento médico previo a la cirugia.
Si bien este numero de pacientes libre de farmacos pre-cirugia es reducido,
contrariamente a lo reportado por Dagistanli y col. (140), en nuestros hallazgos existe
evidencia de actividad autofagica en estas neoplasias incluso sin tratamiento
farmacoldgico previo.

Otro de los hallazgos maés relevantes de nuestra investigacion, es la asociacion
significativa entre el tamafio tumoral (macroadenoma) y la expresién de las moléculas
Beclina 1 y LC3. El crecimiento y extensién de los adenomas hacia los senos
cavernosos, estructuras 0seas y/o seno esfenoidal, se considera un signo de invasividad

(217). La tasa general de invasion de los senos cavernosos es del 35% y de la
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duramadre alrededor del 64 al 85% de los casos, siendo los macroadenomas los que
invaden con mas frecuencia (218). Estas caracteristicas de invasividad son
determinadas a partir de hallazgos radiologicos y/o quirdrgicos, pero no siempre
significa que el tumor sea mas agresivo. El término “agresividad”, estd asociado al
comportamiento clinico, y son generalmente aquellas lesiones mas resistentes a los
tratamientos y con una tasa de recurrencia mayor (219). Asimismo, la OMS en su
ultima clasificacion, definio algunas variantes histopatologicas como adenomas mas
propensos al comportamiento agresivo (129). Sin embargo, a pesar de la existencia de
maltiples estudios patoldgicos, ultraestructurales y moleculares, la relacion entre
invasividad, agresividad y el tipo de tumor aun no se ha resuelto (219). Con respecto al
crecimiento e invasion de las neoplasias, las fuentes bibliograficas concluyen que la
autofagia muestra comportamientos diferentes segun el tipo y estadio tumoral (220).
En un modelo animal de cancer de pulmdn inducido por activacién de la via Ras, la
inhibicion de la autofagia condujo a la tumorogénesis inicialmente, pero con
disminucion y control del crecimiento del tumor en las etapas tardias (107). No
obstante, esta reduccion tumoral no se observé en otro modelo experimental de cancer
hepético inducido por la delecién de Atg5 y Atg7, donde, por el contrario, la supresion
de la autofagia produjo una hiperplasia significativa de los hepatocitos con crecimiento
y diseminacion de los tumores en todo el higado de los murinos (221). Si bien los
resultados mencionados provienen de modelos animales, surge la necesidad de detectar
biomarcadores potenciales en humanos que puedan ser utilizados para identificar
lesiones invasivas/agresivas con la finalidad de alcanzar el tratamiento adecuado. En
nuestros resultados, la expresion significativa de marcadores de autofagia en
macroadenomas humanos, abre una nueva posibilidad sobre mecanismos de control del
crecimiento tumoral. Si bien el n muestral del presente trabajo de Tesis Doctoral es
acotado y no se pueden proyectar estos hallazgos al total de adenomas funcionantes,
encontramos evidencia significativa, tanto a nivel morfolégico como molecular, de que
existe activacion de la autofagia en los adenomas, con mayor expresion en los
macroadenomas versus microadenomas. Estos hallazgos obtenidos desde la
investigacion clinica se podrian vincular con los resultados evidenciados en nuestro

modelo de prolactinoma experimental en donde la asociacion estadistica de las

90



moléculas marcadoras de autofagia y p21 en el estado adenomatoso glandular,
actuarian como freno a la posible capacidad proliferativa/invasiva celular que
caracteriza a este modelo tumoral. Finalmente, es relevante mencionar la posible
vinculacion de la macroautofagia a otro proceso de regulacion celular ya conocido y
comprobado en la glandula hipdfisis de modelos experimentales y humanos: la
senescencia. Segun la evidencia bibliografica disponible (171) y los recientes
resultados descriptos en esta Tesis, ambos mecanismos, se pondrian en marcha ante la
presencia de ciertos estresores y actuarian frenando la capacidad invasiva de los

adenomas hipofisarios (Figura 1).
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Figura 1: Representacion gréfica de la activacion de los mecanismos de macroautofagia y
senescencia ante estimulos estresores, para frenar la capacidad invasiva celular en
macroadenomas hipofisarios. Propia autoria. Disefio realizado en BioRender.com.



CONCLUSIONES

Tal como se hipotetizd, la macroautofagia en lesiones proliferativas

adenohipofisarias, es un mecanismo celular y molecular involucrado en el desarrollo y
crecimiento tumoral. Esta conclusién general se sustenta en lo que pudimos inferir de
los hallazgos observados en un modelo de prolactinoma experimental y en un grupo de

adenomas pituitarios humanos funcionantes.

Modelo de investigacion bésica:

v La estimulacion estrogénica generd un modelo hiperplasico/adenomatoso con
un pico de proliferacion a los 20 dias de accion hormonal.

v A nivel ultraestructural se evidenciaron formaciones vesiculares con contenido
citoplasmatico compatibles con autofagosomas.

v' Las evidencias morfoldgicas se vincularon con cambios en la expresion de
Beclina 1 y LC3. Estas moléculas presentaron diferentes picos de expresion, lo

que conduce a hipotetizar la puesta en marcha del mecanismo macroautofagico:

- Beclina 1 demostré su maximo nivel de expresion a los 20 dias de
estimulacion con BE etapa correspondiente al estadio hiperplasico-
adenomatoso.

- LC3 demostré un incremento de su expresion a partir de los 20 dias de
estimulacion con BE, alcanzando los maximos niveles a los 30 dias
(estadio adenomatoso glandular).

v Se demostrd asociacion entrelas moléculas reguladoras del ciclo celular y las

marcadoras del proceso autofagico,variando de acuerdo con la etapa del mismo:

- p53 participaria en la regulacion de la macroautofagia a través de la
asociacion con Beclina 1 en las etapas iniciales, mientras que, en las
fases avanzadas del mecanismo, p21 seria la responsable de controlar la

proliferacion celular mediante su relacion directa con LC3.
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Modelo de investigacion aplicada:

v' El 60% de los adenomas hipofisarios funcionantes humanos presentaron
evidencias morfoldgicas ultraestructurales y moleculares (Beclina 1 y LC3) del
mecanismo macroautofagico.

v’ Se demostr6 una asociacién significativa entre el tamafio tumoral
(macroadenoma) y la expresion de las moléculas Beclina 1y LC3, planteando a
la autofagia como un posible mecanismo de control del crecimiento tumoral
adenohipofisario.

v En el grupo de adenomas hipofisarios funcionantes analizados no se evidencio
asociacion entre los marcadores moleculares de autofagia y el indice de
proliferacion celular.

v' En nuestra cohorte de pacientes no se observé relacién estadisticamente
significativa entre tamafio tumoral y marcadores de proliferacion celular (Ki-
67).

“Los hallazgos obtenidos desde la investigacion clinica, sumados a los resultados
evidenciados en el modelo de prolactinoma experimental, conducen a interpretar a
la macroautofagia como un mecanismo presente en las lesiones proliferativas
hipofisarias. Su participacion en el control del crecimiento tumoral la convierten
en un proceso de gran interés para la investigacién endocrinoldgica y como un
posible blanco terapéutico a través de la manipulacion (activacion y/o inhibicion)

del mismo”.
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