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1. Resumen

En México los adenomas hipofisarios representan la segunda neoplasia intracraneal
con mayor frecuencia.

Los adenomas hipofisarios no funcionantes no pueden ser diagnosticados por la
hipersecrecién de hormonas y por lo general no se diagnostican hasta que la neoplasia
crece en tamafio dando lugar a signos y sintomas caracteristicos de esta neoplasia.
Los marcadores moleculares en los adenomas hipofisiarios no funcionantes son
deficientes. Por lo que la busqueda e identificacion de estos marcadores en la
tumorogénesis de los adenomas hipofisiarios no funcionantes parece critica y oportuna.

La identificacion de RNA’s no codificantes como potenciales marcadores
moleculares permitiria conocer las posibles vias moleculares en las que participan o
gué genes blancos podrian estar implicados (silenciamiento génico post-
transcripcional). Asi como dilucidar su probable participacion en la tumorogénesis de
adenomas hipofisarios clinicamente no funcionantes.

En el presente trabajo se descargaron bibliotecas transcriptomicas de Gene
Expression Omnibus, de las que se obtuvieron archivos. CEL que fueron analizados
con la Consola de Analisis de Transcriptomica.

De los RNA largos no codificantes y microRNA"s obtenidos, se realizé un andlisis
bioinformético con la base de datos de Metascape en la blusqueda de interacciones de
microRNA-mRNA; posteriormente se realizd la busqueda en bases de datos
bioinforméaticas para microRNA’s y LIncRNA’s como: miRecords, miTarget, The
NONCODE, RNA central, LNCipedia, para conocer caracteristicas propias de cada uno
de ellos y asi dilucidar una posible via molecular implicada en los adenomas
hipofisarios clinicamente no funcionantes.

Se obtuvieron 54,000 genes totales (codificantes y no codificantes) de los cuales al
aplicar los criterios estadisticos se consiguié filtrarlos obteniendo un total de 35
miRNA’s y LIincRNA’s como potenciales marcadores moleculares. Por mencionar
algunos. El Hsa-mir22 que juega un papel regulador clave en la promocién del proceso
tumoral a través de la inhibicion de la fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa
involucrada en la promocion del complejo de PI3K/AKT. Hsa-mirl8, involucrado en la
proliferacion celular al inhibir a la proteina similar a la fosfatasa pequefia y desfosforila
a proteina del retinoblastoma liberando asi al factor de trascripcion E2F1 el cual
aumenta y promueve el ciclo celular. LiIncRNA0672 es un potencial ongén involucrado
en la regulacion de la proteina supresora p53 la cual frena a la proteina LASP1 que
participa en la quimioresistencia, invasion y migracion tumoral.

Se logro6 la identificacion de RNA no codificantes (microRNA’s y INcCRNA’s) en la
tumorogénesis de adenomas hipofisiarios clinicamente no funcionantes.
Particularmente oncomiRNA’s lo que sugiere que los ncRNA’s juegan un papel
importante en la proliferacion, transformacién y homeostasis celular.



2. Introduccién

Los adenomas hipofisarios son un grupo heterogéneo de neoplasias que
constituyen el 15% de las neoplasias del Sistema Nervioso Central. Constituyen la
segunda neoplasia por orden de frecuencia de todas las neoplasias intracraneales
primarias detras de los meningiomas (1).

Corresponde a neoplasias benignas que surgen por la proliferacion monoclonal,
gue se origina en las células del parénquima de la adenohipdfisis y son clasificados por
el tipo de origen de sus células; estas incluyen células corticotropas, 10%, que
producen hormona adrenocorticotropica o ACTH, tirotropas, 3-5%, que genera
hormona estimulante de la tiroides (TSH), somatotropas, aproximadamente 50%, que
produce hormona de crecimiento (GH), gonadotropas 15-20%, que produce hormonas
estimulantes de las glandulas sexuales y lactotropas 10-30%, producen prolactina (2)

3).

En México los adenomas hipofisarios constituyen la neoplasia intracraneal con
mayor frecuencia, representando el 15% de los tumores intracraneales con una
prevalencia de un 1 caso por cada 10,000 habitantes, de los cuales aproximadamente
el 30% de todos los adenomas hipofisiarios son considerados clinicamente no
funcionales que se caracterizan por no secretar hormonas hipofisarias excesivas (4) (5)

(6) (7).

Los adenomas hipofisarios clinicamente no funcionantes (AHNF) como tal no
producen signos ni sintomas por lo tanto no pueden ser diagnosticados por la
hipersecrecién de hormonas clinicas y por lo general no se diagndéstica hasta que la
neoplasia crece en tamafo y comprime los nervios craneales y los tejidos del cerebro
dando lugar a signos y sintomas caracteristicos por mencionar algunos como: vision
borrosa, disfuncion eréctil en hombres, cefalea, aturdimiento, nauseas, vomitos y
déficits hormonales y alteracién en el eje FHS/LH. Hasta el momento solo se logra
diagnosticar con técnicas de imagenologia ya que estas son consideradas el estandar
de oro (8) (6) (9).

A pesar de un nivel constante de interés tanto en investigacion y clinica, la
comprension de los mecanismos moleculares que causan los AHNF sigue siendo
deficientes. Esto se evidencia en parte por el hecho de que actualmente no hay
farmacos eficaces biodisponibles para estos adenomas, ni tampoco se han establecido
marcadores moleculares para el diagnostico de los adenomas clinicamente no
funcionantes antes de que aparezcan los signos y sintomas (6).



En la busqueda de estos marcadores moleculares implicados en tumorogénesis
se encuentran los RNA no codificantes (ncRNA’s) cuya participacién es expresada
diferencialmente en muchas neoplasias, sin embargo, en los AHNF, los ncRNA’s no
han sido evaluados a profundidad (6).

La necesidad de identificar potenciales marcadores moleculares en la
tumorogénesis de AHNF, coincide con el reconocimiento muy reciente de una nueva
clase de moléculas involucradas en la tumorogénesis: RNA largos no codificantes
(LincRNA’s) y microRNA’s (miRNA’s). Esta clase de RNA no codificantes (LincRNA’s y
MIiRNA’s) se ha implicado en la regulacion de la expresion génica a nivel epigenético,
transcripcional o postranscripcional, a pesar de que no codifican ningin producto
proteico.

La regulacion de la expresion génica por LincRNA’s y miRNA’s afecta las
decisiones celulares criticas como la division celular y la apoptosis, aumentando
inmediatamente la posibilidad de su participacion en la tumorogénesis. De hecho,
varios LincRNA’s y miRNA’s ahora fungen como marcadores moleculares establecidos
de tumorogénesis y son sujetos de intensa investigacion (6) (5).

Por lo que la busqueda e identificaciébn los marcadores moleculares para la
tumorogénesis de los adenomas hipofisiarios clinicamente no funcionantes parece
critica y oportuna (6) (10).



3. Marco Teorico
3.1Hipofisis
La glandula pituitaria, o hipofisis, es la principal glandula del sistema endocrino,
debido a que controla las funciones de otras glandulas endocrinas. La glandula hipdfisis
es del tamafio de un chicharo, esta situada en la base del cerebro, unida al hipotalamo
por fibras nerviosas. Esta compuesta por tres secciones anatémicas muy claras: por un
I6bulo anterior (adenohipofisis), un I6bulo posterior (neurohipdfisis) y un Iébulo
intermedio, el cual, en humanos, es rudimentario y no ejerce ninguna funcion biolégica

conocida, sin embargo, en los mamiferos permite la habilidad de camuflaje por el
cambio de pelaje (11) (12).

Cada l6bulo de la glandula pituitaria produce ciertas hormonas. La
adenohipdfisis produce la hormona del crecimiento (GH), la prolactina (PRL), la
hormona adenocorticotropica (ACTH), la hormona estimulante de la tiroides (TSH), la
hormona foliculo-estimulante (FSH), la hormona luteinizante (LH); el I6bulo intermedio
produce principalmente melatonina (hormona estimulante de melanocitos); mientras
gue la neurohipdfisis es un reservorio de arginina vasopresina (AVP o también
conocida como vasopresina) y oxitocina, que son producidas en el hipotalamo (12) (13).

A su vez, se debe recordar que la hipdfisis esta bajo el control del hipotalamo, el
cual produce un buen numero de mediadores quimicos, los cuales viajan hasta la
hipofisis via sistema vascular portal, a través del tallo hipofisario.

La secrecion de las hormonas hipofisarias es pulsatil y refleja el estimulo
ejercido por un conjunto de factores liberadores hipotaldmicos especificos. Cada una
de estas hormonas hipofisarias provoca respuestas especificas en otros tejidos
glandulares periféricos. A su vez, las hormonas producidas por estas glandulas
periféricas regulan la funcion de la hipdfisis por retroalimentacion positiva o negativa
(feed back +/-) a nivel del hipotalamo y de la misma hipofisis (13) (14).

La mayoria de los factores hipotalamicos que controlan la secrecion de las
hormonas hipofisarias son péptidos e incluye la hormona liberadora de la hormona del
crecimiento GHRH, la somatostatina, la hormona liberadora de la hormona luteinizante
LHRH o también llamada la hormona liberadora de las gonadotropinas GnRH, la
hormona liberadora de la tirotropina TRH, la hormona liberadora de la corticotropina
CRH y la dopamina o el factor inhibidor de la prolactina PIF (11) (13) (14).

Como se menciond anteriormente, existe un estrecho mecanismo de
retroalimentacion entre la adenohipodfisis y sus glandulas endocrinas blanco (glandulas
periféricas o tejidos glandulares periféricos) que al disminuir la secrecion de una de
estas hormonas hipofisarias hay una disminucion concomitante de la hormona
producida por este 6rgano blanco; lo mismo ocurre cuando aumenta su secrecion, hay
un incremento en la secrecion hormonal a nivel del érgano blanco o diana. La
deficiencia o exceso hormonal se consideran secundarios, pues ocurre a nivel de la
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hipofisis. En cambio, cuando la deficiencia o exceso hormonal ocurre a nivel de la
glandula blanco, se observa un aumento o disminucion en la concentracion sérica de
las hormonas hipofisarias respectivamente, este tdpico se abordard a detalle en cada
uno de los ejes hipotalamicos-adenohipofisarios mas adelante (11) (13) (12).

3.2 Anatomia de la Hipofisis

La glandula (Figura 1) se sitia contenida dentro en la silla turca del esfenoides y
esta recubierta por el diafragma de la silla dural a través del cual el tallo se conecta con
la eminencia mediana del hipotalamo. Esta conectada con la base del encéfalo,
mediante el tallo hipofisario y presenta una forma ovalada, su forma se asemeja a un
cereza de 10X6X13 mm (ancho, anteroposterior y altura) 13 mm aproximadamente de
didmetro transversal mayor, 6-9 mm de altura y unos 10 mm anteroposterior y un peso
en adultos de unos 600 mg aproximadamente (aunque varia de 400-900 mg) sin
embargo, se pueden encontrar variaciones estructurales en mujeres multiparas,
aumentando también el volumen de la glandula durante el ciclo menstrual y durante el
embarazo estos diametros pueden aumentar en cualquier direccion y el peso aumenta
hasta 1g (15) (16) (17) (18).

Desde un punto de vista estructural se distinguen dos zonas en la hipdfisis un
I6bulo anterior o adenohipofisis, otro posterior o neurohipofisis y existe un intermedio de
escasa relevancia en el hombre, pero no menos importante (16) (17) (19).

e Lobulo anterior o adenohipdfisis: proviene del estomodeo, invaginacién del
ectodermo que dara lugar a la cavidad bucal, que formaréa la llamada bolsa de
Rathke.

e Lo6bulo posterior o neurohipofisis: tiene un origen diencéfalo, es decir, nervioso.
Esta unidad al diencéfalo por el infundibulo.

Los senos cavernosos, que contienen los pares craneales lllI-VI, se encuentran a los
lados de la glandula hipofisaria (15).
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Figura No.1 Anatdmica de la Hipdfisis. La Hipdfisis se sitla contenida en la silla turca del esfenoides
(0S), la hipdfisis se encuentra estructuralmente dividida en: adenohipdfisis (PD), una region intermedia
(PI) y neurohipdfisis (LN). Otras estructuras como la capsula (C) de la hipdfisis va seguida del periostio
(Pe) del hueso esfenoides y su duramadre (DM). Por el tallo hipofisario (infundibulo, 1), los axones
nerviosos de diferentes nlcleos hipotalamicos alcanzan la hipdfisis. (Eminencia media, EM) y la parte
superior de la hipofisis anterior también conocida como pars tuberalis (PT) (10).

3.2.1Estructuras Anatdmicas y adyacentes de la hipéfisis

La silla turca (Figura 2), localizada en la base del craneo, forma el delgado techo
del seno esfenoides. Las paredes laterales estan constituidas por tejido 6seo o dural
alrededor de los senos cavernosos, que son atravesados por los pares craneales
tercero, cuarto y sexto, y las arterias carotidas internas. El techo dural protege la
glandula hipofisaria de la compresion por los cambios de presién del liquido
cefalorraquideo LCR (15) (10).

El quiasma o6ptico (Figura 2), localizado anterior al tallo hipofisario, esta situado
directamente por encima del diafragma de la silla turca. Los tractos Opticos y las
estructuras centrales resultan, por tanto, vulnerables a los efectos generados por la
presién de una masa hipofisaria en expansion como es el caso de los AHNF, que sigue
tipicamente el trayecto de menor resistencia tisular. La neurohipofisis, a diferencia de la
adenohipofisis, esta inervada directamente por los tractos nerviosos supraodptico
hipofisiario y tuberohipofisario del tallo posterior (18) (14).



Otra estructura anatomica bastante importante es el hipotalamo (Figura 2) ya
que rige a la hipdfisis debido a que contiene, diferentes poblaciones neuronales de las
cuales destacan, los cuerpos neuronales que sintetizan las hormonas liberadoras e
inhibidoras hipofisarias, ademés de las hormonas nuerohipofisarias (18).
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Figura No.2 Relacion anatémica de la hipofisis y del hipotalamo con estructuras adyacentes (17).

3.3 Embriogénesis de la glandula hipofisaria

La embriologia (Figura 4) de la glandula hipofisaria se origina a partir de dos
partes discretas del embridon en desarrollo a partir de la tercera y cuarta semana de
gestacion. La bolsa de Rathke, una evaginacion dorsal del estomodeo (tejido glandular)
inmediatamente anterior a la membrana bucofaringea, y el infundibulo (tejido nervioso),
una exencién ventral del diencéfalo caudal al quiasma Optico. Otra evaginacion dorsal
del estomodeo, la bolsa de Sessel, surge justo por detrds de la membrana
bucofaringea esta estructura contribuye a la formacion de la hipdfisis en invertebrados
inferiores, pero no en primates (18) (20) (21).
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Figura No. 3 Desarrollo embrionario de los I6bulos anterior y posterior de la hip6fisis (17).

La bolsa de Rathke (Figura 3) y el infundibulo son ambos derivados de la capa
de células germinales ectodérmicas, pero se van diferenciado (plasticidad celular)
generando en JUltima instancia diferentes patrones estructurales, anatomicos,
histolégicos y celulares. El primero se diferencia en el epitelio glandular caracteristico
de otros 6rganos endocrinos, mientras que el Ultimo se organiza como tejido exocrino
(sin ductos) (18).

3.3.1 Desarrollo de la hipofisis

Su desarrollo comienza entre la tercera y cuarta semana de gestacion cuando
los primordios glandulares y neurales son inducidos por el extremo anterior de la
notocorda (evaginacion saciforme de la region bucal), que se encuentra justo caudal al
estomodeo (Figura 4 y 3). Las interacciones reciprocas entre estos constituyentes
guian la embriogénesis posterior. Durante la tercera semana de gestacion, el
infundibulo se desarrolla como un diverticulo ventral en el suelo del tercer ventriculo.
Se extiende desde la eminencia media como el vastago infundibular y termina en una
expansion llamada proceso infundibular. Simultaneamente, un “placode ectodérmico”
aparece en el techo del estomodeo donde se evagina para formar la bolsa de Rathke,
gue crece dorsalmente (18).
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Figura No. 4 embriogénesis de la hipdfisis a partir de la cuarta semana de gestacién (22).



En el segundo mes de desarrollo, la bolsa de Rathke se aplana alrededor de las
superficies anterior y lateral del infundibulo, y estas dos estructuras se integran
posteriormente. La conexion entre la bolsa de Rathke y la cavidad bucal pasa entre los
centros de condrificacién (formacion de cartilago) de los huesos pre-esfenoides en
desarrollo y los huesos del esfeno del craneo. La expansion del mesénquima (tejido
embrionario) esfenoidal en la sexta semana de gestacibn hace que esta conexion
regrese (involucione) en la mayoria de los casos. Sin embargo, en aproximadamente
en el 1% de los craneos de recién nacidos, se ha encontrado un remanente, el canal
basifaringeo que es visible en autopsias o por radiografias. Del mismo modo, pequefios
restos de la bolsa de Rathke pueden persistir ocasionalmente en el techo de la
orofaringe como hipofisis faringea. Con un mayor desarrollo, las células en la pared
anterior de la bolsa de Rathke (pars distalis) proliferan rapidamente y forman el I6bulo
anterior de la glandula hipofisaria. El crecimiento diferencial de estas células en
relacion con el mesénquima circundante produce una pequefia cuenca, abierta y
separada en dos compartimentos por un tabique celular medio o fosa de Atwell, la cual
se llena inicialmente con mesénquima. Estas fosas desaparecen posteriormente como
resultado de una mayor proliferacién celular por los derivados de la bolsa de Rathke
(18) (23).

El tabigue mediano forma el pars medial, mientras que las porciones laterales
forman el pars lateralis del I6bulo anterior. La migracibn de elementos
mesenquimatosos desde las fosas de Atwell a la superficie anterior del infundibulo,
lleva los elementos mesodérmicos, que eventualmente forman los vasos sanguineos
del sistema portal hipofisario. Una pequefia extension del tabique mediano, la pars
tuberalis, se desarrolla a partir de la fusién de germinaciones pareadas, en forma de
alas que crecen a lo largo del tallo del infundibulo y eventualmente lo rodean. Las
células de la pared posterior de la bolsa de Rathke no proliferan ampliamente, sino que
se diferencian en el lI6bulo medio de la glandula hipofisaria, la pars intermedia. La
cavidad de la bolsa de Rathke entre ellos los I6bulos anterior y medio involucionan en
la mayoria de los casos por la incorporacion de células de las paredes anterior y
posterior, pero pueden persistir como una hendidura estrecha (luz residual, también
conocida como fisura hipofisaria) (14) (18) (24) (25).

Junto con la pars tuberalis, el vastago infundibular comprende el tallo hipofisario.
El proceso infundibular da lugar al I6bulo posterior de la glandula hipofisaria, también
conocida como pars nervosa 0 neurohipofisis. Este dltimo consiste en células
neurogliales (pituicitos), asi como en las fibras nerviosas y terminales de las células
gue se originan en los ndcleos hipotalamicos. Los pituicitos se adaptan
especificamente a apoyar la secrecion y transporte de hormonas. Liberado por la
neurohipdfisis. También tienen propiedades fagociticas. La luz del infundibulo se borra
durante el desarrollo, pero un pequeiio hoyo proximal, el receso infundibular, persiste
en el suelo del tercer ventriculo (18) (14) (26).



La bolsa de Rathke (Figura 5) se ve desde la tercera a cuarta semana de
gestacion y acaba perdiendo su comunicacion con la cavidad bucal y su irrigacion hacia
la octava semana de gestacion; a partir de ese momento, la perfusion de la
adenohipdfisis corre a cargo de los vasos portales hipotalamicos. Cuando se pierde la
conexion con la boca primitiva, quedan a veces agregaciones de células epiteliales. En
ocasiones, estas células poseen funciones y secretan hormonas ectopicas sin
embargo, tienen un comportamiento benigno (20) (26) (27).

Poco después de nacer, la adenohipdfisis empieza a secretar cantidad de
gonadotropinas LH y FSH cercanas a las del adulto. Los dos primeros afos, la
secrecion desciende rapidamente hasta cifras muy bajas, que se mantienen hasta la
pubertad. La maduracion sexual se encuentra detenida en ese momento (17).

1. Formacién del infundibulo 2. Fusién de los dos diverticulos
y la bolsa de Rathke
descenso del
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‘ la bolsa N X
o de Rathke desde ,
el endodermo I~
local
3. Regresion del tallo 4. Maduracién de los Iébulos hipofisarios
de la bolsa de Rathke y las estructuras circundantes
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Figura No.5 Etapas generales de la embriogénesis. La hipofisis tiene dos origenes embrionarios
diferentes. La bolsa de Rathke es una evaginacién ascendente de la cavidad bucal primitiva. Se
compone de ectodermo y crea la adenohipofisis, que no se comunica directamente con el hipotalamo. El
infundibulo del diencéfalo crece hace abajo y se acompafia de neuroectodermo. Crea la neurohipdfisis,
gue se comunica directamente con el hipotalamo. Los axones de las células neurosecretoras del
hipotalamo descienden por el tallo hipofisario y termina en la neurohipéfisis. La secrecién fetal hipofisaria
se detecta ya en la semana 12 e incluso algo antes (17) (20).
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3.4 Irrigacion sanguinea o Perfusion Hipofisaria

La irrigacion vascular de la hipdfisis es rica, a cargo de las arterias hipofisarias, superior
e inferior procedentes de la carétida interna; las venas hipofisarias son varias y
terminan en el seno cavernoso (28) (10) (15).

Se conocen dos sistemas porta venosos (Figura 6), entre los capilares arteriales
y las venas hipofisarias, uno superior y otro inferior por el que llegan a la adenohipdfisis
las hormonas hipotalamicas estimuladoras e inhibidoras. En menor cuantia tiene lugar
una transmisién ascendente desde la adenohipdfisis al hipotdlamo que interviene un
servomecanismo (feed back) de la secrecién hormonal entre ambas glandulas (17) (10).

La hipofisis se conecta con la eminencia media del hipotdlamo mediante el tallo
hipofisarios (Figura 6) que atraviesa el diafragma selar por un foramen menor a 1,5
mm. Por el tallo hipofisario discurren, a través del sistema porta, las hormonas y
factores tréficos hipotalamicos y, directamente, las fibras eferentes que terminan en la
neurohipdfisis (15) (28) (17) (10).
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Figura No. 6 Representacion esquematica de la irrigacion sanguinea de la hipofisis. La hipdfisis dispone
de una rica irrigacion derivada de varias fuentes. Las arterias hipofisarias superiores son ramas de las
carétidas internas que irrigan el hipotdlamo, donde forman una red capilar en la eminencia mediana,
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externa a la barrera hematoencefalica. Los vasos porta hipofisarios largos y cortos se originan en los
plexos infundibulares y el tallo, respectivamente. Estos vasos forman la circulacion porta hipofisaria, el
principal riego de la adenohipoéfisis. También se produce un flujo retrégrado hacia la eminencia mediana,
lo que facilita las interacciones bidireccionales entre el hipotadlamo y la hip&fisis (15).

3.5 Comunicacion Hipotalamo- Hipofisis

El hipotalamo y la hipofisis conforman, en lo funcional, una unidad que participa
en la regulacion de varias glandulas endocrinas, contribuyendo a la homeostasis del
estado hidrico y metabdlico (28).

La glandula hipofisis no se gobierna sola, depende directamente del hipotalamo
(Figura 7) por lo que la comunicacion de estas dos estructuras es decisiva para el
funcionamiento del sistema endocrino.

La hipdfisis presenta dos modos diferentes de relacionarse con el hipotalamo:

e Conexion hipotalamo-adenohipofisis (Figura 7a): en este tipo de conexion, las
neuronas hipotalamicas sintetizan péptidos estimuladores, sin embargo, también
se liberan sustancias inhibidoras, que mediante transporte axoplasmatico
llegardn hasta la eminencia media, donde seran liberadas. Estas sustancias
penetran en el sistema porta y mediante irrigacion sanguinea llegaran hasta las
células adenohipofisarias modulando Ila liberacibn de las hormonas
adenohipofisarias (20) (29).

e Conexion hipotalamo-neurohipoéfisis (Figura 7b): para este tipo de conexion, las
neuronas hipotalamicas sintetizaran péptidos que viajaran mediante transporte
axoplasmatico hasta la neurohipofisis, donde se liberaran como hormonas
neurohipofisarias (20) (29).
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Figura No. 7 Comunicacion entre el hipotalamo y la Adenohipdéfisis (A) y Neurohipdfisis (B) (20) (2)

Células del nicleo
paraventricular

Red capilar |

Células del nicleo
supradptico

Arteria supraﬁptitzl

Axones de las
neuronas
neurosecretoras
con hormonas

(ADH, oxitocina)

Artenia hipofisaria
inferior

Neurohipdfisis

Vena




3.6 Estirpes celulares de Adenohipofisis

Los estudios citolégicos, microscépicos, inmunohistoquimicos y de
secuenciacion del mRNA permite la diferenciacion en la adenohipdfisis de las
siguientes extirpes celulares (Figura 8) (16).

Figura No.8 Estirpes celulares de la adenohipofisis. Se pueden distinguir los siguientes tipos de células:
células adrenocorticotrépicas (ACTH), células somatotrépicas (STH), células lactotrépicas (LTH), células
gonadotropicas (FSHy LH) y células tirotrépicas (TSH). Ademas, hay células foliculares estrelladas,
estas se caracterizan por no secretan secretagogos (FSC) y células precursoras (PC) sin sintesis
hormonal detectable. Todas estas células productoras de hormonas se caracterizan por un aparato de
Golgi (G) visible, numerosas mitocondrias, pronunciado reticulo endoplasmico rugoso y una enorme
cantidad de vesiculas secretoras (SG). Al ser estimuladas por las hormonas liberadoras del hipotalamo,
estas vesiculas se fusionan con la membrana celular y liberan su contenido. Las hormonas secretadas
solo necesitan pasar la corta distancia a través de la lamina basal y el espacio perivascular (PS) antes de
llegar a los capilares a través de placas de tamiz (SP). En él, los capilares de tipo fenestrados permiten
la rdpida absorcion de hormonas (Imagen izquierda). Las placas de tamiz son rasgos caracteristicos de
los érganos endocrinos. (C) cilios, (CAP) capilares, (CBL) capilar lamina basal, (E) exocitosis, (EBL)
lamina basal externa, procesos citoplasmaticos (P), membrana plasmatica (PM), fibras reticulares RF
(20).
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3.7 Ejes hormonales hipotalamo-adenohipofisarios

Dado que la secrecion de las hormonas hipofisarias esta controlada por los
péptidos hipotalamicos, se habla de la existencia de ejes funcionales hipotalamo-
hipofisario y su tejido secundario glandular o células diana sin embargo el término eje
es ambiguo y con el tiempo se ha introducido el término de “redes hormonales”. La
adenohipofisis, a través de tipos celulares especificos, libera a la circulacién una serie
de hormonas determinadas que ejercen sus acciones periféricas de manera difusa
sobre varios tejidos o focalmente sobre otra glandula. El resultado de la accién
hormonal hipofisaria (Figura 9) puede ser la génesis de una accion bioldgica, la
liberacion de una nueva hormona, que a su vez origina otra accién biologica, o ambas
cosas. La accion bioldgica iniciada o la hormona liberada cierran el circuito mediante un
mecanismo de retroalimentacion negativa “feed back”, inhibiendo la liberacion
hipofisaria de la hormona que inicio el proceso (20) (30).

Aferencias al SNC
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factores de crecimiento

-l ——————— ————— ———— - —

l Hormona trofica

hipofisaria
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Glandula diana w——  Hormonas
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Figura No. 9 Regulacion de la secrecion de hormonas en la adenohipdfisis con 3 niveles de control. Las
hormonas hipotalamicas atraviesan el sistema portal y actGan directamente sobre sus células dianas
correspondientes. Las citocinas y los factores de crecimiento intrahipofisarios regulan la funcién trépica
de las células por un control paracrino y autocrino. Las hormonas periféricas ejercen una accion de
inhibiciobn mediante retroalimentacion negativa de la sintesis y secrecion de las correspondientes
hormonas trépicas (15)

Las hormonas hipotalamicas que llegan a la adenohipdfisis a través de los vasos
porta hipofisiarios tienen accion trofica sobre las células hipofisarias, situan el nivel de
operacion o de equilibrio (set point) del sistema y son, a su vez, reguladas por la
hormona o por la accién biologica periférica, que envia informacion comparativa al
hipotalamo y a los centros superiores (20) (30) (28).
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Las hormonas hipotalamicas que regulan la funcion hipofisaria con relevancia clinica
son las siguientes (Figura 10):

GH-RH. 44 aminoéacidos. Hormona hipotalamica estimulante de la secrecion de
la hormona de crecimiento GH.

CRH. 41 aminoé&cidos. Hormona hipotaldmica estimulante de la secrecion de
adrenocorticotropina ACTH.

TRH. 3 aminoé&cidos. Hormona hipotalamica estimulante de la secrecion de
hormona tirotropina. Estimula la secrecion hipofisaria de la hormona
tiroestimulante o tirotropa TSH y de prolactina PRL.

Gn-RH. 10 aminoacidos. Hormona hipotalamica liberadora de gonadotropina.
estimula liberacion de la hormona luteinizante LH y de la foliculoestimulante
FSH.

GHRIH. 14 aminoacidos. Somatostatina, su funcion fisiolégica basica es inhibir
la liberacion de GH, pero también inhibe la secrecion de una variedad de
hormonas tan extensa que le ha validado el nombre alternativo de paninhibina.
Dopamina es una amina bidgena y su accion fisiologica es inhibir la secrecion de
PRL.

Las hormonas adenohipofisarias con relevancia clinicas son las siguientes (Figura 10):

GH. 191 aminoé&cidos. Hormona del crecimiento u hormona somatotropa. Actla
sobre receptores periféricos; promueve el crecimiento somatico y modula el
metabolismo.

PRL. 199 aminoéacidos. Prolactina. Promueve la produccion de proteinas de la
leche por la glandula mamaria.

ACTH. 39 aminoacidos Hormona corticétropa o adrenocorticotrOpica, cuya
funcién es estimular la corteza suprarrenal.

TSH. 201 aminoacidos. Hormona tiroestimulante, estimulante de tiroides o
tirotropa estimula la liberacion de hormonas tiroideas y el trofismo de los
foliculos tiroideos.

LH. 204 aminoacidos. Hormona luteinizante o luteoestimulante. Estimula las
células de Leydig y la funcion del cuerpo lateo.

FSH. 204 aminoéacidos. Hormona foliculoestimulante o estimulante del foliculo,
estimula el foliculo De Graaf y las células de Sertoli.
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Figura No.10 Ejes hormonales hipotalamo-adenohipofisarios; CRH, hormona liberadora de corticotropina; GnRH, Hormona
liberadora de gonadotropina; GHRH, hormona liberadora de hormona de crecimiento; TRH, hormona liberadora de tirotropina;
ACTH, hormona adenocorticotropina; MSH, hormona estimulante del melanocito; FSH, hormona foliculoestimulante; LH, hormona
luteinizante; GH, hormona del crecimiento; TSH, TRH hormona estimulante de la tiroides y PRL, prolactina (28) (
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3.7.1 Eje Lactotropo

La prolactina es una hormona estimulante de la lactacion, prepara las mamas
durante la gestacién (junto con los estrégenos y la progesterona) facilitando asi la
lactacion después del parto. Producida por las células lactotropas bajo el control de un
gen especifico ubicado en el cromosoma 6, sin embargo, también es regulado por el
gen Pit-1, del cromosoma 3, que regula la expresion no solo de PRL, sino que también
de GH y TSH; considerandose que las tres tienen un origen filogenético comun (derivan
de un gen ancestral comun). La prolactina estructuralmente posee 199 aa en una sola
cadena con tres puentes de disulfuro y pertenece a la familia de las GH y la hormona
somatomamotropina corionica o lactégeno placentario (HPL) (16) (30) (14) (11).

Posee un ritmo circadiano con pico nocturno sobre las 5:00 hrs. En la circulacion
predomina la forma monomérica de 23 kDa, pera también circula otra dimérica y
polimérica. Su accion biolégica principal es sobre la lactancia sin embargo no es la
Unica, ya que esta involucrada en la estimulacion del sistema inmunitario y su exceso
inhibe la funcién ovarica y testicular (16) (11).

3.7.1.1 Células Lactotropicas

Los lactotropos constituyen aproximadamente el 15-20% de las células de la
adenohipdfisis, y llegan a ocupar el 70% de la glandula durante el embarazo, Sintetizan
y segregan prolactina. Son pequefias y poliédricas. Unas poliédricas estan dispersas
por la hipdfisis, y otras mas pequefias y con granulos menores se localizan en el centro
o0 partes laterales. Se origina de células progenitoras comunes a las células
somatotropas y persisten a veces células con capacidad de segregar ambas hormonas:
hormona del crecimiento y prolactina (15) (11) (16).

3.7.1.2 Regulacion PRL

Su regulacion la realiza el hipotalamo (Figura 10) de forma predominante por la
accion inhibitoria de la dopamina que se produce en las células tuberoinfundibulares y
actuan a traveés de los receptores D2 de las células lactotropas (16).

La PRL es la unica hormona hipofisaria que se halla sometida a un control
negativo por el hipotalamo (Figura 11). Es la Gnica hormona hipofisaria cuyo regulador
hipotalamico no es un péptido sino una amina, la dopamina.

La secrecion de PRL se regula exclusivamente por variaciones en la secrecion
hipotalamica de dopamina que inhibe la liberacién de PRL a través de los receptores
especificos de la célula lactétropa. La secrecion de PRL se produce en pulsos a lo
largo del dia y, en especial, al comienzo de la noche sin relacién con las fases del
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suefio. Los estrogenos estimulan la liberacion de PRL y la hiperplasia de las
células lactétropas, con lo que aumenta el volumen de la hipéfisis en situaciones como
el embarazo.

La lactacion, el coito en la mujer, y el hipotiroidismo en ambos géneros, eleva las
concentraciones circulantes de PRL, por lo cual el parametro utilizado en la practica
clinica es la determinacion de PRL en plasma (30) (15).
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Figura No.11 Regulaciéon de la secreciéon de prolactina donde la dopamina es la que actia como un
factor inhibidor, esta llega a través de los vasos porta a la célula lactotropa e inhibe la seccién de PRL. Al
aumentar la prolactina se estimula la liberacion de dopamina en el hipotdlamo. El estradiol y la
progesterona actian en forma de retroalimentacién positiva estimulando asi su secrecion directamente
(30).

Glandula mamaria

3.7.1.1 Fisiologia

La prolactina es clave para la supervivencia de la especie humana, dado que es
responsable de la produccion de leche durante el embarazo y la lactancia. Durante el
embarazo, la prolactina prepara la lactacion y, tras el parto, mediante concentraciones
adecuadas de estrogenos y progesterona, estimula la sintesis de proteinas especificas
de la leche. Después del parto y durante el amamantamiento, el estimulo de succion
sobre el pezon produce una sefial nerviosa que se transmite por via espinal hasta el
hipotalamo, donde provoca una inhibicién de la secrecion de dopamina y la siguiente
descarga de PRL. Este estimulo provoca también una descarga de oxitocina que
contrae los foliculos mamarios para su eyeccién. Cuando cesa el amamantamiento, el
sistema vuelve a la situacion anterior al parto. Otras funciones que seleccionan a la
prolactina incluyen los efectos metabdlicos y reproductores, el desarrollo de las mamas,
la supervivencia en agua dulce, la sintesis de melanina, la muda y el comportamiento
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parental. Su ausencia impide la lactacién y su hipersecrecién produce hipogonadismo
en ambos géneros, al suprimir la secrecion hipotalamica Gn-RH (30) (15) (11).

3.7.2 Eje Corticotropo ACTH

La ACTH es un péptido monocatenario de 39 aa producido por las células
corticotropas de la hipdfisis, a partir de un péptido de mayor tamafio la
proopiomelanocortina (POMC). Su biosintesis tiene lugar a partir de un precursor de
241 aa, POMC. Su control genético radica en un gen del cromosoma 2 (2p23). La
funcidn de la ACTH es estimular la corteza suprarrenal para la produccién de hormonas
esteroides principalmente cortisol (30) (10) (31).

3.7.2.1 Células adrenocorticotropas

Las células corticotropas constituyen un 20% de las células funcionales de la
adenohipofisis y son el tipo de células que se detectan en la hipdfisis fetal humana,
apareciendo hacia la 82 semana de gestacion. Las células corticétropas se agrupan
principalmente en la cufia hipofisaria mediana central. Se trata de células grandes
regulares, y sus rasgos ultraestructurales incluyen granulos de neurosecrecion
prominentes, reticulo endoplasmatico e inclusive pueden contener vacuolas. Son
células poligonales, ovoides o angulares con un nucleo celular excéntrico; sus granulos
secretores se encuentran en los margenes celulares. La secrecion de ACTH esta
controlada por la hormona estimulante de corticotropina (10) (15) (11) (32).

3.7.2.2 Regulacion de ACTH

La secrecion de ACTH es pulsatil y sigue un ritmo circadiano caracteristico con
un patron de suefio normal, la concentracion de ACTH alcanza su punto méaximo a las
6:00 hrs y un minimo a medianoche, la secrecién de glucocorticoides suprarrenales,
mediada por la ACTH, sigue un patrén diurno paralelo. La regulacién negativa del eje
hipotalamo-hipéfisis-suprarrenal  (Figura 10 y 12) mediada por los flujos
glucocorticoides es resultado tanto de la supresiéon de la CRH hipotalamica cémo de la
atenuacion directa de la expresion del gen POMC en la hipofisis y la liberacion de
ACTH. En contraste, cuando se pierde la inhibicion por retroalimentacion que realiza el
cortisol, la concentracion de ACTH es excesiva (14) (15).

En cualquier momento, una situacion estresante puede provocar una descarga
de ACTH-cortisol, que es mas intensa si el estrés es imprevisto. Fuera de situaciones
de estrés o circadianas, el sistema se mantiene estable mediante la retroalimentacion
ejercida por el cortisol. Aunque el sistema puede regularse exclusivamente a través del
complejo ACTH-cortisol, el CRH establece el nivel de equilibrio de su funcionamiento y
provoca su activacion ante del estrés. A pesar de que la ACTH libera otras hormonas
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adrenales como androgenos y mineralocorticoides, la variable reguladora es el cortisol
cuya accién inhibidora sobre el hipotalamo es de menor importancia que la ejercida
sobre la hipdfisis (30) (33).
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Figura No.12 Retroalimentacién “feedback” (+/-) Eje hipotadlamo-hipdfisis-suprarrenal. Donde el
hipotalamo estimula a la hipdéfisis con la liberacion de CRH (+) hormona estimuladora de
corticotropina que producira ACTH hormona corticotropina (+) la cual se irrigara al torrente
sanguineo para llegar a las glandulas suprarrenales y ahi estimular la produccién de cortisol (-)
gue permitira su auto regulacion siendo este un inhibidor de la liberacion de CRH en el
hipotalamo y la hipdfisis (28) (33).

3.7.2.3 Fisiologia

La funcion principal del eje es conservar la homeostasis del metabolismo y
mediar la reaccion neuroendocrina al estrés. La ACTH induce esteroidogénesis al
conservar la proliferacion y la funcion de las células suprarrenales, se encuentra
implicada en la regulacion del apetito, pigmentacion de la piel, mantenimiento del
crecimiento, inmunomodulacion (modula la funcién de las células presentadoras de
antigeno y de los linfocitos T), homeostasis del estrés etc. (13).
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Las manifestaciones de la deficiencia de ACTH no se pueden diferenciar
clinicamente de la deficiencia de glucocorticoides de otro origen. Estas sustancias
tienen efectos pleidtropos sobre el metabolismo, el apetito, la funcion cardiovascular, la
homeostasis de los liquidos y la inflamacion (15) (33).

3.7.3 Eje somatotropo GH

La hormona de crecimiento se sintetiza en la célula somatétropas de la
adenohipofisis a partir de precursores mayores y regulados por un gen localizado en el
brazo largo del cromosoma 17g22-24. Representa casi el 10% del total hormonal
hipofisario y posee 191 aminoacidos en cadena unica, con dos puentes de disulfuro. La
mayoria con un peso molecular de 22 KDa y un 5-10% como 20 KDa. Es
monocatenaria y presenta numerosas similitudes con la PRL y el lactdgeno placentario
0 somatomamotropinas, todos ellos pertenecen a la gran familia de las interleucinas y
regulan el crecimiento somatico y el metabolismo general. La secrecion de GH tiene
lugar en varias descargas a lo largo del dia qué dura entre 1-2hrs. Una de las
descargas mas caracteristicas es la que ocurre durante el suefio profundo o suefio IlI-
IV. Las concentraciones de GH y su subproducto, son mas altas en la adolescencia y
en las mujeres y decrece paulatinamente con la edad (15) (30).

3.7.3.1 Células Somatétropas

Las células somatétropas sintetizan y segregan hormonas de crecimiento o
somatotropina. Constituyen el 35-45 % del total de células y se localizan en las alas
laterales de la adenohipdfisis (30).

3.7.3.2 Regulacién

La regulacion de la hormona de crecimiento es pulséti y se hace
fundamentalmente por dos hormonas hipotalamicas (Figura 10 y 13), una estimulante
la hormona liberadora de la GH (GHRH) y otra inhibidora SST (somatostatina). Los
cuales promueven la sintesis y liberacion de la GH inhibe la liberacion de esta,
respectivamente.

Recientemente se descubrio otro péptido estimulador de la GH llamado Ghrelina, el
cual potencia la accion de la GHRH.

El factor de crecimiento insulinico IGF-I, producido por el higado como respuesta
de la GH circulante, inhibe la secrecion de la GH por dos mecanismos, aumentando la
sintesis de somatostatina y actuando directamente sobre la hipdfisis al contrario una
disminucién de los niveles del IGF-I, como ocurre durante el ayuno prolongado, lleva a
un aumento compensatorio de la secrecion de la GH (15) (16).

22



SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

—_— HIPOTALAMO B

@ ss7 GH-RH (®
vy Ghrelina
Hipofisis
Cartilago
epifisario

Figura No.13 Eje hipotalamo-hipéfisis- somatotropo, GH hormona de crecimiento, IGF-I factor
de crecimiento insulinico tipo | (16).

3.7.3.3  Fisiologia

La hormona de crecimiento posee funciones bioldégicas anabdlicas,
diabetdgenas, vy lipoliticas. Su accion es directa en el higado, los musculos, el tejido
adiposo y sobre el metabolismo hidrocarbonado. Pero su accion estimulante del
crecimiento es mediada por la somatomedina C o factor de crecimiento insulinico tipol
(16).

3.74 Eje Tirotropo

El sistema hipotalamico-hipofisario-tiroideo juega un papel esencial en el
desarrollo, el crecimiento y el metabolismo celulares, y la disponibilidad y la accion de
la hormona tiroidea vienen controladas por mecanismos complejos a nivel tisular (15)
(34).

La TSH es una hormona glucoproteica, corresponde a un heterodimero de 28
kDa que comprende dos subunidades alfa (localizado en el cromosoma 6) y beta
(localizado en el cromosoma 1) (15).

Este eje interviene en tres escalones hormonales sucesivos como etapa previa a
la accion biolégica en los tejidos periféricos. Asi, mediante la secrecion de TRH el
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hipotalamo regula la produccién de TSH por las células tirotropas. La TSH, a través de
la circulacion general, estimula los foliculos para liberar las hormonas tiroideas T3y Ta,
las cuales ejercen sus acciones bioldgicas en los tejidos periféricos e inhiben la
operacion de TSH en la hipofisis, con lo que se cierra el circuito (30) (34).

3.7.4.1 Células Tirotropas

Las células tirétropas representan aproximadamente un 5% de todas las células
funcionantes de la adenohipdfisis y se localizan principalmente en las regiones
anteromediales de la glandula. Son mas pequefias que otros tipos celulares y tienen
forma irregular, con nucleos aplanados y granulos de secrecion relativamente
pequefios, que oscilan entre 120 y 150 pm (15).

3.7.4.2 Regulacién

La TSH exhibe un ritmo de circadiano, con concentraciones mas elevadas en la
noche. Ademas de las hormonas tiroideas, la TSH (Figura 10 y 14) se regula
negativamente por glucocorticoides y somatostatina y positivamente por los
estrogenos. La relevancia de estas regulaciones secundarias se desconoce. La
administracion de TRH provoca una repuesta secretora de TSH indicativa de que las
células secretoras de TSH de la hipdfisis funcionan normalmente. Las células tirotropas
hipofisarias actian no solo como el lugar de regulacién, sino también como un
comprador, ya que el organismo considera que las concentraciones de hormonas
tiroideas en la hipofisis son representativas de las que existen en otros tejidos (30) (34)
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Figura No. 14 Retroalimentacion del eje tirétropo
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3.7.4.3 Fisiologia

Las funciones en las que estan implicadas las hormonas tiroideas son regulacion de la
termogénesis, regulacién de la frecuencia cardiaca, regula la velocidad en la que se
guema calorias lo cual afecta en la pérdida o aumento de peso, interviene en el
proceso de motilidad intestinal y metabolismo basal (16).

3.7.5 Eje Foliculo estimulante-luteinizante

El eje hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) esta constituido en el hipotdlamo
por la neurohormona Gn-RH que actia mediante la liberacion en la hipofisis de dos
hormonas bicatenarias, glucoproteicas y producidas en la misma célula (célula
gonodotrépa), la LH y la FSH. Estas hormonas actian sobre las génadas e intervienen
en un gran numero de procesos Yy la secrecion de una vasta cantidad de hormonas
peptidicas y esteroideas. La regulacion de este eje es diferente en la mujer y el varén
(30).

La LH y la FSH actian sobre los ovarios y testiculos para dirigir la gametogenia
y la sintesis de hormonas esteroideas sexuales. Como muestra de su importante papel,
la sintesis y la secrecién de LH y FSH estan sometidas a una regulacion compleja por
las aferencias hipotaldmicas mediante retroalimentacion negativa y positiva ejercida por
las hormonas esteroideas sexuales y peptidicas gonadales y mediante la modulacion
paracrina por factores locales elaborados dentro de la propia hipdfisis (15).

3.7.5.1 Células Foliculo estimulantes

Las células gonadétropas representan aproximadamente un 10-15% de todas
las células funcionales de la adenohipdfisis; son ovoides, de tamafio pequefio o
mediano, se localizan en su mayoria en la pars distalis. Las gonadétropas son una
estirpe celular heterogénea que tiene cuerpos celulares grandes con prominente
reticulo endoplasmico rugoso y aparato de Golgi, sintetizan y secretan gonadotrofinas
(hormona foliculoestimulante FSH, hormona luteinizante LH), activina y folistatina (15)
(16).

3.7.5.2 Regulacién

Unos pocos miles de neuronas hipotalamicas productoras de Gn-RH que
integran sefiales de neurotransmisores, regulan la secreciéon hipofisaria de LH y FSH
(Figura 10). El patron pulsatil de Gn-RH es variable y su actividad esta sometida a la
acciéon de Feedback tanto estimuladora como inhibidora de los glucocorticoides y de las
hormonas proteicas gonadales. La pulsatilidad de Gn-RH se traduce en una pulsatilidad
secretora de LH y FSH por la hipéfisis y, finalmente, en un patrén pulsétil en las
gonadas (Figura 15). Las concentraciones de gonadotropinas son muy bajas en nifios y
en la pubertad se hacen pulsétiles durante la noche y, posteriormente, durante todo el
dia.
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En la mujer, la pulsatilidad de Gn-RH controla tanto la actividad del sistema
reproductivo como su inhibicién. Una exposicién elevada de Gn-RH tiene el efecto
paraddjico de desensibilizar los receptores hipofisarios y bloquear la liberacién de LH y
FSH (15)

Aunque la FSH y la LH se secretan en forma pulsétil, la primera tiene una vida
media mas larga, de modo que los niveles de FSH fluctian durante el dia.

La FSH y la LH regulan la funcién ovarica y testicular. La FSH estimula el
crecimiento de las células de la granulosa de los foliculos ovaricos y regula la
aromatasa responsable de la formacion de estradiol en estas células. La LH estimula
las células de la teca ovérica para producir andrégenos, los cuales difunden a las
células de la granulosa para convertirse en estrogenos. La concentracion de LH es
maxima 12 a 24 horas después del pico de estradiol, el principal estrégeno, lo que
induce la ovulacion. Después de esta, la LH contribuir a la formacion del cuerpo liteo
(15)

Los pulsos de LH y FSH tienen gran relevancia en la mujer. Durante la fase
folicular, la mayoria de los pulsos de LH se siguen de un pulso de estrégenos, y
durante la fase media y avanza de la fase latea los pulsos de LH estimulan la secrecién
de progesterona y de estradiol por el foliculo. El estradiol, que junto a la progesterona
ejerce normalmente una retroalimentacion negativa sobre la secreciébn de LH, se
transforma en estimulante, en esta fase del ciclo, e induce una descarga elevada de LH
que provoca la ovulacion (15) (30).

Por otro lado, en los varones no hay retroalimentacién positiva ni tampoco esta
descarga de LH; el sistema, por tanto, es mas simple y solo es operativa la
retroalimentacion negativa.

La testosterona y su metabolito activo, la dehidrotestoterona, inhibe la liberacion
de LH y de FSH, a través de acciones hipofisarias y también hipotalamicas. La
retroalimentacion negativa de la gbnada sobre la secrecion de FSH se ejerce a través
de una hormona peptidica, la inhibina, que se sintetiza en las células de la capa
granulosa ovarica y en las células de Sertoli. La produccion gonadal de otra hormona
proteica, la activina, estimula la liberacion de FSH por la hipéfisis (30).

El control hipotalamico de LH y FSH es muy sensible a condiciones ambientales
como estrés o cambios nutricionales o de la homeostasis energética. El estrés mental o
psicoldgico o una reduccion en la ingesta calérica habitual inhiben la secrecién de Gn-
RH, lo cual se traduce en una reduccién de LH y FSH y su pulsatilidad y se manifiesta
tanto en hombres como en mujeres en signos y sintomas como disminucion de la
fertilidad, reduccion de la actividad sexual, retraso de la pubertad, atrofia gonadal y
ovérica (30).
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Figura No. 15 Regulacion del eje Hipotalamo- Hipdfisis - Génadas (15).

3.7.5.3 Fisiologia

Las principales dianas de FSH y LH son las génadas y, por eso, sus dianas y
efectos son distintos en el hombre y la mujer. De forma muy general estas juegan un
papel clave en el desarrollo reproductor, la pubertad y la fertilidad. La reproduccién es
una funcibn muy controlada, que depende de factores genéticos, nutricionales,
ambientales etc. (15)

3.8 Adenomas hipofisarios

Al igual que cualquier otro 6rgano en el cuerpo humano, la hipoéfisis no esté
exenta de generar neoplasias; en las cuales tiende a predominar un tipo de célula cuya
secrecion hormonal especifica obviamente altera, en sentido positivo 0 negativo, la
funcién del 6rgano blanco correspondiente (3) (15).

Los adenomas de la hipdfisis son los tumores intracraneales mas frecuentes del
sistema nervioso central, representan la segunda neoplasia intracraneal en orden de
frecuencia y se originan a partir de células productoras de hormonas en la hipdfisis
anterior.

En condiciones normales, la hipofisis controla la secrecion de hormonas
producidas por otras glandulas endocrinas por efecto de TSH, ACTH, FSH, LH, GH y
PRL. Por lo general, la secrecién hormonal se mantiene en concentraciones adecuadas
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a través de mecanismos que condicionan inhibicion o estimulacion para su liberacion.
Este control se logra mediante asas de retroalimentacion entre los ejes hipotalamo-
hipoéfisis-6rgano diana.

Sin embargo, los adenomas que se desarrollan en la glandula hipofisaria
denominados funcionantes se caracterizan por una secrecion excesiva de hormonas
hipofisarias que dan lugar a un sindrome clinico caracteristico, cuya repercusion, en
ocasiones grave, compromete la calidad y las expectativas de vida de los pacientes no
solo por la propia enfermedad, sino, por sus secuelas. Ademas de los tumores
secretores, se encuentran los denominados no funcionantes porque no expresan
ningun sindrome clinico relacionado con hipersecrecion hormonal, excepto los
sintomas relacionados con el efecto masa debido al aumento del tamafio tumoral (7)
(28)

Es imprescindible conocer la patogenia de los tumores hipofisarios: si muestran
alteraciones moleculares en factores hipotalamicos, elementos de traduccion de sefial
0 proteicas, rutas secretoras alteradas y asi permitir determinar el fenotipo y las
caracteristicas especificas del comportamiento tumoral. En la actualidad, la casi
totalidad de los farmacos disponibles para el tratamiento de los diferentes tumores
funcionales de la hipofisis se refiere a la utilizacion de analogos de somatostatina,
agonistas de dopamina y, en el caso de los pacientes con acromegalia, a la utilizacién
de un antagonista del receptor de hormona de crecimiento (7) (35).

3.8.1 Etiologia

Los adenomas hipofisarios corresponden a neoplasias en su mayoria benignos,
tienen un origen monoclonal es decir para que una célula o estirpe celular cambie su
fenotipo y se convierta en una célula neoplasica debe ocurrir mutaciones genéticas y
alteraciones en los mecanismos moleculares que conducen a alteraciones en los
genes. En ese sentido el proceso de tumorogénesis consta de las etapas de: iniciacion,
promocién y progresion. Los AH tanto los funcionantes como no funcionantes carecen
de la capacidad de transformacion maligna y la capacidad de invadir estructuras
adyacentes, sin embargo, se desconoce la causa de esto, pero algunas hipotesis
sugieren que, al estar situada en la silla turca del esfenoides, esta la aisla de alguna
manera con el resto de las estructuras no obstante la hipétesis debe comprobarse (7)
(15) (35).

Estos adenomas benignos monoclonales expresan y secretan hormonas de
forma autonoma y ocasionan hiperprolactinemia, acromegalia, enfermedad de Cushing
e hipertiroidismo, o bien pueden ser asintomaticos a nivel funcional y diagnosticarse
como masas selares. Aunque casi invariablemente son asintomaticos, las
caracteristicas neoplasicas de estos adenomas indican una singular biologia tumoral,
gue se refleja en sus importantes manifestaciones locales y sistémicas. Estas
neoplasias tienen un tiempo de duplicacién lento y en raras ocasiones remiten de forma
espontanea (15) (35).
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3.8.2 Fisiopatologia

La patogenia de los adenomas hipofisarios se caracteriza por una combinacion
de proliferacion celular y una secrecidon hormonal desregulada sobre todo en los
adenomas hipofisiarios funcionantes. Los mecanismos subyacentes no estan bien
establecidos y constituyen una de las lineas de investigacion mas activas en el campo
de la neuroendocrinologia experimental.

Tradicionalmente se han ofrecido dos teorias para explicar la patogenia de los
adenomas hipofisarios. Por una parte, se ha sugerido que puede deberse a una
estimulacion patoldgica de la actividad de las células adenohipofisarias por factores de
crecimiento. Por otra parte, es cada vez mas sélida la doctrina que fundamenta que, al
igual que ocurre unos muchos otros tipos de tumorales, los adenomas hipofisarios son
neoplasias en las que el paso inicial en el desarrollo tumoral incluye un evento genético
somatico que le confiere las caracteristicas del crecimiento tumoral. Una tercera
alternativa, y quizas la méas probable, surge de la combinacion de estas dos teorias, es
decir que la tumorogénesis hipofisaria sea causa de una combinacién de defectos
genéticos y también de la sobre activacion celular por factores endocrinos o paracrinos

(7).

Por otra parte en los ultimos afios se han identificado un gran numero de
factores extrinsecos e intrinsecos que podrian estar implicados en la formacion vy
progresion de los tumores hipofisarios, se han encontrado alteraciones en los niveles
de receptores de membrana, factores de crecimiento, reguladores del ciclo celular,
oncogenes, genes supresores de tumores, vias moleculares y rutas de sefializacion
celular, sin embargo, las causas genéticas iniciadoras de estas alteraciones no han
sido todavia dilucidadas (7).

3.8.3 Clasificacion

El comportamiento biol6gico de los tumores de la hipofisis es diferente en lo que
respecta a la produccién hormonal y a su capacidad de invasién, lo que depende de su
citodiferenciacion, de ahi que existan diferentes tipos de tumores.

Se pueden clasificar segun su tamafio en: macroadenomas y microadenomas o
también como adenomas hipofisarios funcionantes o no funcionantes (28).

Existen diferentes formas de clasificar los adenomas hipofisarios. La segunda
tiene su origen en la caracteristica sui generis de estos tumores de secretar hormonas.
Por lo tanto, la forma de dividirlos es en funcionantes y no funcionantes. El termino
adenomas funcionantes se refiere a la produccidén en exceso de hormonas hipofisarias
gue producen los sindromes de amenorrea-galactorrea, acromegalia y la enfermedad
de Cushing. Existen otros sindromes poco frecuentes son el hipertiroidismo y el
hipogonadismo secundarios.
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Cerca del 70% de los tumores hipofisarios son considerados funcionantes ya
gue secretan hormonas de forma autbnoma. Es decir que no se encuentran bajo el
control que normalmente ejercen las tasas de retroalimentacion negativa, y, por lo
tanto, producen un exceso de hormonas; por el tipo de hormona que producen se
clasifican en: prolactinomas, somatotropinoma, corticotropinoma y tirotropinoma. Estos
tumores funcionantes se relacionan con condiciones clinicas que resultan del exceso
de produccién de cada hormona.

El otro grupo de tumores se catalogan como no funcionantes o no secretores. En
sentido estricto, eso del todo no es tan cierto, ya que la mayoria de estos tumores
secretan hormonas gonadotropas FSH y LH, pero esta secrecibn no es
significativamente tan elevada como el de un adenoma hipofisario funcionante, pero
que, del punto de vista molecular, son biolégicamente inactivos por lo que no se
expresan clinicamente (2).

Son clinicamente no funcionantes y representan el 30% restante de los tumores
hipofisarios los cuales se caracterizan por no hipersecretar hormonas. Conforme los
tumores crecen pueden generar sintomas relacionados con la falta o sobreproducciéon
de hormonas, con invasion de estructuras vecinas como los senos cavernosos, con
riesgo de pardlisis de nervios craneales, cefalea o pérdida visual por compresiéon del
guiasma optico (28).

3.84 Epidemiologia

Los tumores hipofisarios en general, representan entre 10 y 15 % de las
neoplasias intracraneales, su prevalencia alcanza una tasa de 1 por cada 1.064
habitantes, lo que representa una prevalencia de unos 77 casos por cada 100.000
habitantes. De ellos, un 60% fueron prolactinomas; un 30%, adenomas no
funcionantes; un 10%, lesiones secretoras de GH, y un 2%, adenomas de Cushing. La
mediana de edad en el momento de aparicion fue de 37 afios, aunque los tumores no
funcionantes fueron los mas frecuentes en los pacientes mayores de 60 afios. Mediante
el uso de amplios y exhaustivos registros oncoldgicos de base poblacional, se constaté
gue la incidencia anual de los tumores hipofisarios ha aumentado de 2,52 por cada
100.000 habitantes en 2004 a 3,13 en 2009 y se espera una prognosis significativa en
las préximas décadas. No se sabe si este incremento obedece a un verdadero aumento
de la incidencia o al del numero de notificaciones o diagnosticos (2) (15) (28).

En autopsias se ha reportado una prevalencia de microadenomas
(incidentalomas) hasta de 25% y en estudios de imagenologia se detectan pequefias
lesiones en al menos 10% de las personas sin enfermedad hipofisaria conocida (28).
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3.85 Incidentalomas hipofisarios.

Este término se refiere a las lesiones hipofisarias que se descubren en la realizacion
de estudios de imagenologia (generalmente tomografias axiales computarizadas o
resonancias magnéticas) por razones diferentes a enfermedades hipotalamo-
hipofisarias (2).

Es un hallazgo comun. Ya que aproximadamente el 30% de la poblacion
mexicana que fallecen por diversas causas y se les realiza necropsia albergan un
adenoma hipofisario por lo que esta subestimado este problema de salud publica (2).

Si la anormalidad estructural de la hipofisis se descubri6 con una tomografia
computarizada, el paciente probablemente necesita una resonancia magnética, la cual
da mas resolucién y mas detalles (2).

3.8.6 Actividad tréfica hipofisaria

Los adenomas monoclonales benignos de los humanos se originan en células
hipofisarias diferenciadas. Las sefales troficas hipofisarias pueden favorecer o
restringir la expansion de una poblacion de células tumorales monoclonales, dado que
regulan el medio interno intrahipofisario (15).

Los tejidos hipofisarios normales e hiperplasicos son policlonales, y los
adenomas hipofisarios aparecen como consecuencia de una proliferacibn monoclonal
de células hipofisarias. Posiblemente una alteracion genética intrinseca somatica en las
células hipofisarias da lugar a la expresion clonal de una sola célula, con la
consiguiente formacion de un adenoma (15).

El tejido de la adenohipdfisis que rodea a los tumores hipofisarios no es
hiperplasico en general, lo que indica que las hormonas hipotalamicas, los factores de
crecimiento hipofisarios y las hormonas esteroideas sexuales favorecen un entorno
permisivo, que potencia las mutaciones de las células con el consiguiente crecimiento
del tumor (15).

3.8.7 Factores hormonales

Los factores hipotalamicos desempefian un papel especifico en la patogenia de
los tumores hipofisarios, ademas de regular la expresion de los genes y la secrecion de
las hormonas hipofisarias (15).

La secrecibn hormonal adenomatosa suele ser independiente del control
hipotalamico fisiolégico, y la reseccién quirargica de los adenomas pequefios
delimitados favorece la curacién definitiva de la hipersecrecibn hormonal. Tales
observaciones indican que estos tumores no se desarrollan por proliferacion policlonal
excesiva de las células hipofisarias en un contexto de estimulacion hipotalamica
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generalizada. Sin embrago, los factores hipotaldmicos fomentan y mantienen el
crecimiento de las células hipofisarias adenomatosas ya transformadas (15).

3.8.8 Adenomas Hipofisarios Clinicamente No Funcionantes (AHNF)

Los AHNF representan el 30% del total de los tumores hipofisarios, se clasifican
desde el punto de vista clinico como gonadotropinomas los cuales representan la gran
mayoria, adenomas silentes capaces de sintetizar, pero no secretar otras hormonas
hipofisarias, y adenomas de células nulas que no producen ni secretan ningun tipo de
hormona sin embargo; el no hipersecretar hormonas excesivas no quiere decir que no
secreten hormonas ya que en las pruebas de inmunohistoquimica se ha demostrado
gue la mayoria de los adenomas hipofisiarios no funcionales estan formados por
células las cuales tienen produccién activa de hormonas hipofisarias FSH y LH solo el
20-40% son negativos para la misma y se denominan adenomas de células nulas (2)
(7) (28).

La mayoria de los AHNF recibe atencion médica dirigida a los sintomas y signos
clinicamente asociados al efecto masa del tumor sobre los tejidos adyacentes. Debido
al uso tan habitual hoy en dia de las técnicas de imagenologia, se han incrementado
los hallazgos de AHNF de forma casual. Los AHNF solo causan signos y sintomas
clinicos cuando, debido a su tamafio, afecta al quiasma Optico, ya que ademas
aumentan la presion intracraneal o comprimen el tallo hipofisario, entre los cuales
destacan: cefalea, trastornos Vvisuales o deficiencias hormonales, como
hipocortisolismo, hipotiroidismo, hipogonadismo o hiposomatotropismo, o bien, ser por
completo asintomaticos y detectados por primera vez de manera incidental.

Aproximadamente el 50% de los pacientes muestran sintomas relacionados con
el hipopituitarismo que provoca. El eje gonadal es el que mas suele estar afectado (en
el 77% de los casos), seguido de los ejes adrenales (el 28%) y tirotropos (en el 22%)

(2) (7) (39).

El diagnostico de los AHNF surge normalmente de la detecciébn de algun
sintoma. El diagndstico definitivo se basa, principalmente, en pruebas de imagenologia
(estandar de oro), siendo la tomografia axial computarizada la técnica de eleccién por
su gran nivel de resolucién (7).

Como parte del estudio diferencial, ademas de las pruebas de imagenologia, es
importante hacer una evaluacion hormonal de las concentraciones de prolactina, T4
libre, TSH, cortisol, estradiol o testosterona, LH, FSH, GH e IGF-1. Sin embargo, la
mayoria de los AHNF, de hecho, sintetizan gonadotrofinas o subunidades, pero no son
clinicamente relevantes ya que en la determinacion de estas hormonas sus valores se
encuentran dentro rango de referencia (7) (28).
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3.9 RNA no codificantes

Una de las grandes sorpresas de la biologia moderna fue el descubrimiento de
gue el genoma humano presenta 20,000 a 24,000 genes codificadores de proteinas, lo
gue representa el 2% de la secuencia total del genoma. Con las nuevas tecnologias de
secuenciacion del genoma completo y transcriptoma se determiné que al menos el 90%
del genoma se transcribe activamente. Se descubrié que el transcriptoma humano era
mas complejo que una coleccion de genes que codifican proteinas y sus variantes de
empalme. Aunque inicialmente se argumentd que era ruido de transcripcion, la
evidencia reciente sugiere que la proverbial "materia oscura” del genoma puede
desempefiar un papel biolégico importante en el desarrollo y el metabolismo
celular. Uno de esos jugadores, son los RNA no codificante (ncRNA) los cuales han
demostrado patrones de expresion especificos en el desarrollo y regulacion aberrante
en una gran variedad de enfermedades, incluido el cancer (36).

Los ncRNA’s regulan el procesamiento postranscripcional del RNA mensajero
complementario, conduciendo a la represion de la transcripcion o al clivaje del mRNA.
Actualmente se conoce que son expresados en forma enddgena en la mayoria de los
eucariotas. Sin embargo, la expresion de los ncRNA's es altamente especifica en
ciertos estados del desarrollo o de un tejido en particular (37) (38) (39).

Los RNA no codificante (ncRNA) se dividen en dos grandes grupos:

e RNA pequefios no codificantes
a. microRNA’s
b. RNA interferentes pequefios (SiRNA) endégenos
c. RNA asociados a Piwi (piRNA).
¢ RNA largos no codificantes (INCRNA)
a. LincRNA’s (RNA intergénico largo no codificante)
b. LincRNA’s (RNA intrénicos largos no codificantes)
c. LIincNAT largas transcripciones anti sentido de naturaleza no
codificante

3.9.1 RNA pequeiios no codificantes

Existen diversos tipos de RNA pequefios con capacidad de silenciar genes.
Estos RNA no codificantes son generalmente clasificados de acuerdo con su longitud,
en RNA’s no codificantes cortos y largos. Al menos tres RNA pequefios son codificados
en nuestro genoma: los microRNA’s, los RNA interferentes pequeiios (SIRNA)
endogenos y los RNA asociados a Piwi (piRNA). Estos pequeiios RNA’s, cumplen
funciones regulatorias y estan involucrados en procesos de silenciamiento o apagado
de genesy en la actualidad son objeto de amplios estudios (38) (40) (41).
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3.9.2 MicroRNA’s

Los microRNA’s son RNA pequefios de aproximadamente 22 nucleotidos de
longitud, no codifican para productos proteicos y son generados de transcritos
endogenos que pueden formar estructuras en forma de horquilla. Los microRNA"s
conforman una gran familia de genes reguladores postranscripcionales que controlan
muchos procesos celulares, cumpliendo una gran cantidad de funciones. Se estima que
el 30% de todos genes humanos son regulados por mecanismos dependientes de
microRNA’s y que un solo microRNA puede regular alrededor de 200 diferentes
transcriptos y que estos a su vez pueden funcionar en diferentes vias moleculares en la
célula, del mismo modo un mismo mMRNA puede ser regulado por multiples
microRNA’s. Muchos genes de microRNA humanos estan facilmente localizados en
sitios fragiles y regiones gendmicas asociadas con céncer, por lo que su alteracion esté
relacionada con su desarrollo. Con el avance de los métodos computacionales y al uso
de la bioinformatica ha sido posible determinar su amplia distribucion en el genoma y
sus funciones en diferentes tejidos, sobre todo en la regulacion de la expresion de los
genes. Actualmente, existe una gran cantidad de datos e informacion sobre
microRNA’s, prueba de ellos son 2600 secuencias de microRNA’s de Homo sapiens
gue han sido descritas y almacenadas en la base de datos miRBase (37) (38) (42) (43)
(Revisado en febrero 2022).

3.9.2.1 Importancia bioldgica de los microRNA'’s

Los microRNA’s tienen diferentes funciones regulatorias a nivel del desarrollo y
proliferacion celular en diferentes organismos. De igual forma, los microRNA"s median
diferentes procesos en la tumorogénesis, inflamacion, regulacion del ciclo celular,
respuesta a estrés, diferenciacion, apoptosis e invasion (38).

Algunos microRNA’s también actiGan como oncogenes y genes supresores de
tumor, a estos microRNA’s se les denomina en inglés como “oncomirs” y presentan
diferentes patrones en sus funciones, tasa de evolucidn, expresion, distribucion
cromosomica, tamafio molecular, factores de transcripcion y genes blancos. Dada la
importancia de los microRNA"s en los procesos de tumorogénesis y su expresion en
enfermedades especificas, tienen un gran potencial como blancos terapéuticos y
también como marcadores moleculares para pronéstico y diagnostico de cancer. Por lo
gue se ha propuesto que la manipulacion de la actividad y biogénesis de los
microRNA’s podria en un futuro ser una estrategia para el desarrollo de terapias
eficaces contra el cancer (42) (44).
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3.9.2.2 Localizacién y estructura de los microRNA’s en el genoma

Los genes codificadores para microRNA’s pueden estar localizados en
diferentes regiones del genoma. Con base en lo cual son clasificados en:

¢ microRNA’s exdnicos localizados en transcriptos no codificantes
e microRNA"s intrénicos localizados en transcriptos no codificantes
e microRNA’s intrénicos localizados en transcriptos codificantes para proteinas
e microRNA’s exénicos localizados en transcriptos codificantes para proteinas.

Ademas, existen también algunos microRNA’s ubicados en unidades transcripcionales
gue son expresados en grupo (38).

3.9.2.3 Procesamiento de los microRNA’s.

Los microRNA"s en una gran proporcion son generados a partir de un transcripto
primario largo, en un proceso secuencial de dos reacciones las cuales son guiadas por
Drosha y Dicer, en la llamada via canonica de generacion de microRNA’s. Sin
embargo, no es la Unica via ya que actualmente han sido descritos microRNA"s
generados por vias alternas llamadas vias no candnicas, muchos de los microRNA"s
procesados por estas vias no satisfacen como tal la definicion clasica de microRNA"s
(45).
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3.9.2.4 Biogénesis de microRNA’s via canonica

En la via candnica (Figura 16) los microRNA’s, son inicialmente transcriptos en
el nucleo a partir de precursores largos de RNA llamados microRNA’s primarios o (pri-
microRNA’s). La transcripcion de los genes de microRNA’s generalmente es mediada
por la RNA polimerasa II; sin embargo, un grupo menor de microRNA’s asociados con
repeticiones Alu pueden ser transcriptos por la RNA Polimerasa lll.

Los (pre-microRNA’s) generados por la ARN polimerasa Il tienen generalmente
varios kb de longitud y contienen estructuras en forma de horquilla compuesta de un
tallo y un bucle. En el primer paso de la maduracién de los pre-microRNA’s, Drosha
cliva el tallo de la estructura larga de RNA en forma de una horquilla pequeia y permite
su liberacion. Para ello, Drosha necesita un cofactor, DGCRS; juntos Drosha y DGCRS8
forman el complejo del microprocesador.

Un pre-miRNA’s tipico en metazoos consiste en un tallo de aproximadamente 33
pares de base, un bucle terminal y segmentos flanqueantes de RNA de cadena sencilla
(ssRNA). La proteina DGCRS8 interactia con los pre-microRNA’s a través de los
segmentos de ssRNA y el tallo, permitiendo que Drosha realice el clivaje
aproximadamente 11 pares de bases, contadas a partir de la union ssRNA, dsRNA.

El complejo microprocesador genera una horquilla de 70 nucleétidos, llamado
precursor de microRNA’s (pre-microRNA’s). Los pre-microRNA’s poseen dos
nucleétidos colgantes en su extremo 3" y un grupo fosfato en el extremo 57, lo cual es
caracteristico de los RNA procesados por la Ribonucleasa lll. Finalmente, los pre-
microRNA"s son exportados del nacleo al citoplasma por medio de la exportina 5. En el
citoplasma, los pre-microRNA"s son reconocidos por el complejo de procesamiento de
pre-microRNA’s formado por Dicer, la proteina de unidon a RNA en respuesta a trans-
activacién y la proteina quinasa activadora dependiente de RNA de cadena doble
inducible por interferon (PRKRA). En el complejo de procesamiento de pre-
microRNA’s, “Dicer” cliva los pre-microRNA’s cerca del bucle terminal, generando un
duplex de microRNA maduro de aproximadamente 20-22 nucleétidos, este duplex
contiene una cadena madura de microRNA y su cadena complementaria, la cadena
pasajera. Posteriormente, este complejo se ensambla con la proteina Argonauta 2,
para formar el complejo silenciador inducido por microRNA's (miRISC) el cual
selecciona la cadena madura o guia. La cadena guia es la responsable de dirigir el
silenciamiento. Notablemente, la estabilidad termodinamica del extremo 5  de las
cadenas que conforman el duplex de microRNA maduro determina la identidad de la
cadena guia y la cadena pasajera. Sin embargo, dependiendo de Ila
complementariedad perfecta o incompleta de la cadena de microRNA a su blanco, el
complejo miRISC puede conducir al clivaje y degradacion del mRNA o a la inhibicion de
la transcripcion. En caso de la inhibicion en la transcripcion, el mRNA reprimido es
traslocado a los cuerpos P, donde puede ser destruido o relocalizado en la maquinaria
transcripcional bajo la expresion de una sefial celular especifica. La complementariedad
perfecta de bases entre la secuencia semilla del microRNA (del segundo al octavo
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nucledtido del extremo 57) y la secuencia complementaria del extremo 3"'UTR es lo que
permite que los microRNA"s modulen la expresién génica (42) (37) (38).

El complejo miRISC puede inhibir la expresion de los mRNA blancos por dos
mecanismos:

1. Remocion de la poliadenilacion del extremo 3° del mRNA, fomentando la
actividad de las deadenilasas, seguidas por la degradacion del mRNA

2. Blogueando el paso de la iniciacion o elongacion de la traduccién, inhibiendo el
factor eucaridtico de la elongacion o causando un estancamiento del ribosoma.

3.9.3 LincRNA RNA largos no codificantes

Los RNA’s largos nos codificantes (LincRNA’s) son nuevos jugadores
emergentes en el cancer demostrando sus potenciales roles tanto en las vias
oncolégicas como en las supresoras de tumores. Estos nuevos genes son
frecuentemente aberrantes en la expresion en una variedad de canceres humanos, sin
embargo, las funciones biologicas son principalmente desconocidas (36).

El genoma de los mamiferos codifica para muchos miles de grandes
transcripciones no codificantes, incluida una clase de grandes ncRNA’s intergénicos
(LincRNA’s) (36).

En eucariontes, muchos transcritos son RNA’s no codificantes. Los largos no
codificantes (LincRNA) son un tipo de no codificantes (ncRNA’s) que generalmente no
tiene el potencial de codificar para un producto proteico apreciable. La mayoria de los
INcCRNA’s se pueden clasificar en términos muy generales en tres tipos en funcién de
sus posiciones gendmicas (36)

1) los LIncRNA"s transcritos de regiones intergénicas de IncRNA se conocen
como IncRNA (RNA intergénico largo no codificante)

2) los LincRNA’s transcritos de regiones iatrogénicas son RNA intronicos largos,
que pueden transcribirse en cualquier orientacion con respecto a los genes
codificadores

3) largas transcripciones anti sentido de naturaleza no codificante LInCNAT que
se superponen con regiones codificantes de proteinas o ncRNA’s en la cadena opuesta
y el RNA anti-sentido (36)

Los lincRNA’s son definidos, como aquellos transcritos de RNA que presentan al
menos 200 nucledtidos de longitud. Como regla general se asume que estos RNA’s no
producen productos proteicos, aunque se ha visto que algunos de ellos podrian dar
lugar a pequefios péptidos funcionantes. A medida que se observaron cada vez mas
RNA’s no codificantes en los organismos superiores, y que aumenté el nimero de
LincRNA’s identificados (alcanzando mas del 65% en todo el genoma humano), los
LincRNA"s han comenzado a recibir mayor atencion (46) (47)
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LosLincRNA’s comparten una serie de caracteristicas comunes dentro de los
vertebrados: presentan pocos exones (es decir, los segmentos que constituyen los
RNA’s maduros), tienen bajo contenido en las bases nucleotidicas guanina y citosina,
estan mucho menos conservados en las distintas especies de organismos que los
RNA’s codificantes, y son mucho menos abundante que estos. Asimismo, se ha
evidenciado que la mayor parte de ellos son generados por la RNA polimerasa I, la
misma enzima que produce los RNA’s mensajeros que luego daran lugar a las
proteinas, y por lo tanto la mayoria posee una cola de poliadenilada en su extremo 3" y
una caperuza metilada en su extremo 57, la cual suele ser una caracteristica tipica de
los RNA’s mensajeros. Por otra parte, también puede generarse LincRNA’s por el
procesamiento de otros transcritos (46) (48)

Una caracteristica sumamente interesante de los LincRNA's es su patron de
expresion, altamente restringido en tiempo y espacio: es decir, que distintos LincRNA’s
aparecen en tipos celulares determinados o momentos determinados del desarrollo,
con una especificad mucho mayor de tejido, tipo celular y etapa del desarrollo, que los
RNA’s codificantes. (46)

A pesar de que en promedio son detectados con no mas de una copia por
célula, suelen ser abundantes en algunos tipos celulares especificos e incluso en
compartimientos subcelulares particulares, lo que les confiere aun mayor complejidad.
(46)

3.9.3.1 Funciones e importancia bioldgica de los LincRNA"s

Si bien el estudio de los LincRNA’s ha sido histéricamente olvidado, en los
ultimos tiempos se ha comenzado a prestar particular atencién a este subgrupo de
RNA’s, vinculandose con varios procesos bioldgicos como diferenciacion, proliferacién
y migracion celular, apoptosis, respuesta inmune, desarrollo tisular, etc (46).

Recientemente se ha demostrado que al menos algunos LincRNA’s estan
asociados a procesos moleculares como regulacion de la expresion de genes (a nivel
de la transcripcién, control de actividad de proteinas), modificaciones de la cromatina,
organizacion de dominios nucleares, corte y empalme de RNA’s mensajeros, entre
otros. Mas, aun, la alteracion en la expresion de algunos LincRNA’s se ha relacionado
con la tumorogénesis: incluso podrian actuar como oncogenes (46) (49).

Aunque los roles biolégicos y mecanismos de accion de estos RNA's en su
mayoria aun se desconocen, existen algunos modelos que intentan explicar su
funcionamiento. Se han propuesto que pudieran actuar como: competidores, al
competir con otras moléculas por el sitio de unién a DNA o proteinas; reclutadores o
activadores, activando modificadores del estado de la cromatina (modificaciones
epigenéticas); y precursores, siendo procesados y dando lugar a pequefios RNA’s
entre otros mecanismos (46) (47).
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3.9.3.2 RNA’'s no codificantes largos y patologias

Se ha sugerido que los [|incRNA’'s estarian asociados a numerosas
enfermedades, incluyendo cancer de diferentes tipos como: renal, hepatico, de mama,
esofagico, colon, vejiga, neuroblastoma, prostata, leucemia y tiroides ademas de
enfermedades inflamatorias, autoinmunes y cardiovasculares. La lista sigue
actualizandose conforme se investiga la participacion de estos (47).

En ese sentido, si bien histéricamente las causas de la ocurrencia y avance del
cancer se han relacionado principalmente con proteinas, frecuentemente se detecta
desregulacion de ciertos RNA"s no codificantes en pacientes con cancer (46) (47).

3.9.3.3 Localizacion y estructura de los LIincRNA's en el genoma

Los ncRNA's que no codifican para ningun producto proteico y tienen mas de
200 nucledtidos de longitud se conocen como RNA no codificantes (LincRNA’s). La
longitud de un lincRNA puede ser superior a 2 Kb, mientras que su potencial de
codificacion es inferior a 100 aminoacidos (50) (51).

Los LincRNA’s se albergan principalmente en regiones mal conservadas del
genoma, incluidas las regiones intrénicas de genes. Por otra parte, se ha reportado en
la literatura que algunos LincRNA’s se transcriben a partir de las cadenas de una
secuencia de DNA dentro del locus que codifica proteinas. Las ubicaciones genémicas
de los LincRNA'’s tienen una asociacién directa con su conservacion evolutiva. Se ha
sugerido que una gran cantidad de LincRNA'’s se conservan evolutivamente, aunque en
menor medida, en comparacion con la de los genes codificadores de proteinas (49).

La presencia de marcos de lectura abiertos en algunos LincRNA hace que estas
moléculas sean dificiles de distinguir de los RNA que codifican para productos
proteicos (49).

3.9.3.4 Biogénesis y procesamiento de los LincRNA's.

El lincRNA puede ser transcrito a partir de regiones codificantes de proteinas
distales del genoma por la enzima ARN polimerasa Il. Luego, el LIncRNA premaduro se
poliadenila en 3'y se marca en el extremo 5' con metil-guanosina. A menudo se somete
a un empalme alternativo, que es esencial para generar una diversidad de proteinas. El
mecanismo de empalme alternativo se puede clasificar de tres maneras.

1. En primer lugar, los LincRNA interactian con factores de empalme
especificos y luego forman duplex de RNA-RNA con moléculas pre-
mRNA vy, finalmente, afectan la remodelacion de la cromatina,
completando asi el empalme de genes diana.

2. En general, los genes que codifican lincRNA tienen promotores propios,
factores de transcripcion y motivos de DNA unicos (51) (49).
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3. La modificacién epigenética juega un papel en la biogénesis de LincRNA.
La metilacién de histonas juega un papel importante en la regulacion
transcripcional.

La union de diferentes factores de transcripcion a LincRNA forma una
transcripcion naciente que finalmente regula el procesamiento de mRNA a través de un
empalme alternativo. Esta union de LincRNA’s a mRNA puede aumentar o inhibir la
traduccion o puede promover la disgregacion de mRNA. Existen datos experimentales
gue sugieren que los LincRNA"s también puede codificar pequefios RNA"s funcionales.
Los LincRNA maduros pueden estar presentes en el nucleo y/o el citoplasma. A pesar
de que los LincRNA citoplasmaticos no se traducen, se han identificado pequefios
péptidos que se generan a partir de los LincRNA a través de su asociacién con los
ribosomas. Algunos hallazgos indican que los pseudogenes transcripcionalmente
activos también pueden producir estas moléculas o también pueden transcribirse desde
el promotor o las regiones intergénicas (51) (49).

3.9.3.5 LincRNA’s en cancer

En el estudio hasta la fecha de este grupo de moléculas se ha encontrado que
estan asociadas e involucradas en varios procesos bioldgicos y su desregulacion
puede desarrollar cancer. Estos LincRNA"s controlan el empalme alternativo de varios
precursores de mRNA y juegan un papel importante en la patogénesis resultante de la
metastasis y la invasion celular. También pueden afectar la regulacion de los genes de
la matriz citoesquelética y extracelular a niveles transcripcionales y
postranscripcionales (49).

3.10 MiRNA’s y LincRNA’s

Los microRNA’s y LincRNA’s fueron seleccionados de acuerdo con el plan
estadistico desarrollado en el apartado de disefio experimental.

Para el Hsa-mir21 de acuerdo a los datos filtrados obtenidos de TAC (Anexo 2)
este cumple con los requisitos propuestos en el plan estadistico con un FDR de
1.68X10"°-5 un P-value 2.66x10°-7 y un Fold Change de -6.63 asi como un log2 de
9.55 para las muestras control obtenido de la normalizacion y un log2 de 6.82 para las
muestras AHNF, esto ultimo relacionado con los log2 puede visualizarse en la grafica
de barras (Figura 22) donde se observa como es el comportamiento del mir2l en
ambos grupos (AHNF y control) ademas con la asistencia del Claster Jerarquico
(Figura 19) podemos apreciar su expresion diferencial y compararla entre las muestras
control y las muestra problema para finalmente seleccionarlo como un candidato.

El Hsa-mir-22 de acuerdo a los datos filtrados obtenidos de TAC (Anexo 2) este
cumple con los requisitos propuestos en el plan estadistico con un FDR de 1.73X10*-5
un P-value 2.77x10*-7 y un Fold Change de -3.1 asi como un log2 de 9.02 para las
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muestras control obtenido de la normalizacién y un log2 de 7.39 para las muestras
AHNF, esto ultimo relacionado con los log2 puede visualizarse en la gréfica de barras
(Figura 20) donde se observa como es el comportamiento del mir22 en ambos grupos
(AHNF y control) ademés con la asistencia del Claster Jerarquico (Figura 19) podemos
apreciar su expresion diferencial y compararla entre las muestras control y las muestra
problema para finalmente seleccionarlo como un candidato.

El Hsa-mir-181a de acuerdo a los datos filtrados obtenidos de TAC (Anexo 2)
este cumple con los requisitos propuestos en el plan estadistico con un FDR de 0.0001
un P-value 4.20x10*-6 y un Fold Change de 2.94 asi como un log2 de 5.32 para las
muestras control obtenido de la normalizacion y un log2 de 6.88 para las muestras
AHNF, esto ultimo relacionado con los log2 puede visualizarse en la gréfica de barras
(Figura 26) donde se observa como es el comportamiento del mirl8la en ambos
grupos (AHNF y control) ademas con la asistencia del Cluster Jerarquico (Figura 19)
podemos apreciar su expresion diferencial y compararla entre las muestras control y las
muestra problema para finalmente seleccionarlo como un candidato.

El LincRNA0672 de acuerdo a los datos filtrados obtenidos de TAC (Anexo 2)
este cumple con los requisitos propuestos en el plan estadistico con un FDR de
5.05X10*-6 un P-value 4.95x10*-8 y un Fold Change de 6.57 asi como un log2 de 5.88
para las muestras control obtenido de la normalizacion y un log2 de 8.6 para las
muestras AHNF, esto ultimo relacionado con los log2 puede visualizarse en la grafica
de barras (Figura 24) donde se observa como es el comportamiento del lincRNA0672
en ambos grupos (AHNF y control) ademas con la asistencia del Cluster Jerarquico
(Figura 19) podemos apreciar su expresion diferencial y compararla entre las muestras
control y las muestra problema para finalmente seleccionarlo como un candidato.

Cabe aclarar que existen microRNA’s y LincRNA'’s en esta lista de 35 genes que
también cumplen con los criterios estadisticos planteados sin embargo al revisar su
expresion (Cluster Jerarquico, Figura 23) nos podemos dar cuenta que no existe una
expresion diferencial significativa entre las muestras de AHNF y control ademas de la
poca o nula evidencia cientifica que existe de ellos

3.10.1 Hsa-mir-21

Hsa-mir-21 fue uno de los primeros miRNA’s detectado en el genoma humano.
Se encuentra fuertemente conservado en la mayoria de los vertebrados (sobre todo
mamiferos, aves y peces) (40).

El Hsa-mir-21 regula la expresion de sus objetivos aguas abajo de una manera
independiente, al inhibirse la expresién de mir-21 se da como resultado una pérdida de
la represion en la expresion de genes blanco, sin embargo, no se debe olvidar que
también otros NncRNA’s y mRNA regulan otras posibles vias moleculares que afectan la
expresion de genes blancos (53) (39).
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El Hsa-mir-21 funciona como un oncogén ya que modula la tumorogénesis a
través de la regulacion de genes blanco que estan involucrados en el proceso de
apoptosis, proliferacion, adhesion y migracion celular; algunos de los genes blanco del
mir21 se encuentran implicados en la regulacion a nivel funcional controlando una gran
cantidad de proteinas expresadas lo que conlleva al aumento de la expresion de
proteinas blanco implicadas en los genes diana por lo tanto a una desregulacién aguas
bajo de cada uno de sus genes blanco y por ende de las proteinas que regula a miR21,
un ejemplo claro son las proteinas de la familia Bcl-2 que juegan un papel cable en el
control de la apoptosis. Regulada por mir21, la proteina antiapoptotica mas importante
Bcl-2, cuya sobreexpresion celular y fosforilacion estan involucradas en la regulacion
de la proliferacion celular, el ciclo celular, la reparacion de DNA, la tumorogénesis y la
guimiorresistencia (39) (54).

Multiples estudios han demostrado que miR-21 se expresa en muchos
tipos de cancer, incluidos los de mama, colon, pulmén, pancreas, prostata y estbmago
entre otros. Por lo que es muy probable que el Hsa-miR-21 desempefie un papel
fundamental en el comportamiento de las células tumorales y la transformacion
maligna. Se ha informado que miR-21 tiene propiedades antiapoptéticas en
glioblastoma y colangiocarcinoma, por lo tanto, la expresion alterada de miR-21 puede
tener varios efectos diversos en las células tumorales (53) (56).

3.10.1.1 PTENYy Hsa-mir-21

Otro gen blanco es PTEN el cual es un gen supresor de tumores donde la
inactivacion funcional de PTEN a partir de la regulacion de su expresion de mir2l es
relevante para muchos tumores. PTEN ha sido implicado como un participante clave
para la patogénesis y el crecimiento de diferentes tipos de cancer. La pérdida funcional
de PTEN conduce a una mayor actividad de la via PISBK/AKT y el objetivo de las vias de
rapamicina (MTOR) quinasa en mamiferos, esto puede promover tanto la supervivencia
como la proliferacion celular a través de la fosforilacion y la inactivacion de varios
mediadores posteriores (53) (56) (57) (58)

Segun la literatura PTEN puede revertir muchos de los efectos biolégicos de miR-21
por lo que esta implicado como un objetivo predominante de miR-21 en procesos de
tumorogénesis. Sin embargo, se debe tomar en cuenta que un miRNA individual tiene
la capacidad de potenciar o modular la expresiéon de muchos mRNA. Por lo que otros
MmRNA también pueden ser el objetivo de miR-21 y asi cumplir funciones no
relacionadas o pueden servir para modular el efecto de PTEN, dicho lo anterior PTEN
podria ser el objetivo de algin miRNA que no sea miR-21, sin embargo, para
comprobar lo anterior PTEN necesita ser verificado experimentalmente y debe mostrar
un papel biolégicamente relevante (53) (56) (57)

3.10.1.2 Respuestas Inmune

Por otra parte mir21 también se relacionan con el sistema inmune ya que regula
a la IL-12, citocina clave derivada de macrofagos y células dendriticas esta molécula se
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encuentra relacionada con la células T auxiliares ( los linfocitos T CD4+ reguladores
expresan en sus superficie y de manera constitutiva la molécula CD25, que es la
cadena alfa del receptor para IL-2, una citocina critica para la activacion y proliferacion
de los linfocitos T) este tipo celular estimula a las células T citotdxicas, macrofagos y a
las células B para producir una respuesta inmune de tipo innato-adaptativa,
involucrando una respuesta de tipo TH1. La capacidad de mir21 de regular
negativamente la IL-12 indica un nuevo punto de control que regular al nivel de este
mediador inmune clave, sin embargo la regulacién negativa de IL-12 también podria
afectar la produccion de IL-15 y la funcién de las células Treg (células T reguladoras )
las cuales son mediadoras fundamentales de la respuesta inmune ya que cuentan con
una serie de mecanismos supresores que les permite controlar tanto clonas
autorreactivas como a linfocitos T convencionales), lo que provocaria un fenotipo
proinflamatorio. Ademas de regular los niveles de IL-12, mir21 puede regular otros
procesos relacionados con la inflamacién alérgica sobre todo en vias respiratorias. (59)
(60).

3.10.1.3 Adhesién celular

Varias patologias estdn asociadas con una angiogénesis excesiva, y el cancer
no es la excepcién. Hasta la fecha, son pocos los inhibidores angiogénicos en la terapia
y estos no han podido producir una respuesta clinica duradera en la mayoria de los
pacientes. Su baja eficacia se debe principalmente a la aparicion de mecanismos de
resistencia, ya que estos inhibidores son especificos para un solo receptor angiogénico.
Por lo tanto, la capacidad de un miRNA para apuntar a multiples mRNA los hace
bastantes atractivos. La manipulacién de angiomiR en entornos de vascularizacién
patoldgica representa un nuevo enfoque terapéutico. Hasta la fecha, se ha encontrado
gue solo unos pocos MIRNA"s que se encuentran involucrados en la regulacion de la
angiogénesis (61).

Hsa-mir-21 emerge como un nuevo angiomiR ya que regula negativamente la
angiogénesis. La expresion de miR-21 afecta la proliferacion, migracion y organizacion
de células endoteliales. Sin embargo, miR-21 también modifica la organizacion del
citoesqueleto de actina. Se sabe que la organizacion de la actina desempefia un papel
esencial en la promocién de la migracion celular (61).

El aumento de la expresion de miR-21 sugiere que miR-21 podria estar
implicado en el mantenimiento del endotelio vascular quiescente (61)

Al afectar los pasos clave de la remodelacion del endotelio, la modulacion de
miR-21 deberia proporcionar nuevas estrategias para controlar la angiogénesis
patoldgica.

En un modelo de raton se ha demostrado que la expresion de miR-21 reduce la
neovascularizacion. Este hallazgo sugiere el uso potencial de miR-21 como una
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herramienta terapéutica para el tratamiento de enfermedades asociadas con la
angiogeénesis excesiva. Todavia se necesitan mas estudios para investigar con mayor
precision la relevancia del uso terapéutico de miR-21 en otras enfermedades
relacionadas con la angiogénesis, como el desarrollo de tumores (61).

El papel antiangiogénico de miR-21 puede ser sorprendente con respecto a su
implicacion en la progresion tumoral. Como se menciond anteriormente el miR-21 se
expresa en la gran mayoria de los tipos de cancer y su expresion favorecer el
crecimiento tumoral y la invasion. Se ha demostrado que la inhibicion de la expresion
de miR-21 aumenta la apoptosis en células de glioblastoma cultivadas, reduce el
crecimiento en células MCF7 de céncer de mama in vitro y reduce el crecimiento
tumoral en un modelo de ratdn con xenoinjerto.

Se ha encontrado una disminucion de la proliferacién, migracion e invasion de
células tumorales tras el silenciamiento de miR-21 en células hepatocelulares. La
reduccion en la expresion de miR-21 también se ha asociado con una reduccion en la
metastasis en el cancer de mama y colorrectal. Sin embargo, la expresion de miR-21
indujo defectos en los procesos de angiogénesis, por ende, una reduccion en la
tubulogénesis y migracion de las células endoteliales, sin ningun efecto sobre la
apoptosis. Una explicacion de estos roles opuestos de miR-21 en las células tumorales
y el compartimento del endotelio podria ser que miR-21 se dirige a diferentes genes en
diferentes tipos de células. Se requiere de estudios posteriores que demuestren que la
expresion diferencial o la disponibilidad de los objetivos blancos entre diferentes tejidos
pueden indicar que un miRNA afecte a un conjunto especifico de objetivos (61).

En este caso el mMRNA de RhoB contiene un sitio de uniéon conservado para miR-
21 en el 3'UTR, lo que sugiere que RhoB es un objetivo directo de miR-21. La
conservacion de este sitio durante la evolucion sugiere que este objetivo puede ser de
relevancia funcional. Ademas, recientemente se ha publicado un estudio donde se
demostrd una interaccion entre el 3'UTR de RhoB y miR-21 en una linea celular de
carcinoma hepatocelular. Todos estos datos apoyan firmemente el hecho de que, en
las células endoteliales, miR-21 también reprime la expresion de RhoB al dirigirse
directamente a su 3'UTR (61).

Las RhoGTPasas son una familia de 20 proteinas G pequefias que regulan
notablemente el citoesqueleto de actina, la polaridad celular, el trafico vesicular y la
expresion génica. Una cantidad creciente de evidencia también ha implicado a las
proteinas Rho como reguladores clave de la angiogénesis a través de la modulacion de
varios pasos de este proceso, incluida la permeabilidad vascular, la remodelacion de la
matriz extracelular, la migracion y la proliferacion. Los tres miembros mejor estudiados
de la familia Rho son: RhoA, Racl y CDC42. Se han descrito esencialmente en células
tumorales donde se cree que actian como un gen supresor tumoral, sin embargo,
existen todavia pocos estudios que describan su papel en las células endoteliales (61)
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Tanto la expresiéon como el silenciamiento de miR-21 indican que miR-21 regula
la migracién y la tubulogénesis. Se ha identificado a miR-21 como un miembro
novedoso de la familia angiomiR, regulando negativamente los procesos angiogénicos
clave para la migracién de células endoteliales y la tubulogénesis. Se ha propuesto a
mir21 como un jugador clave implicado con RhoB. (61)

3.10.2 Hsa-mir-22

El hsa-mir-22 actia como supresor de tumores u oncogenes en diversos tipos
de cancer. (64).

El Hsa-miR-22 funciona en multiples procesos celulares, incluida la proliferacion,
diferenciacion, senescencia y apoptosis, y su desregulacién es un sello distintivo del
cancer humano. Se ha identificado en la literatura que mir-22 estd regulado
negativamente en diversos tipos de cancer, incluyendo cancer de colon, carcinoma
hepatocelular, cancer de ovario, cancer de pulmén, cancer de prostata y carcinoma de
células escamosas esofagicas. En cancer de prostata, Pasqualini et al. mostraron que
miR-22 eran menos abundante en el tejido canceroso en comparacién con la
contraparte benigna y funcionaban como supresores de tumores al modular los
objetivos asociados al cancer LAMC1 y Mcl-1.

En el cancer de colon y de higado, Yang et al. Demostraron que miR-22 tenia un
efecto supresor de tumores al inhibir la expresién de ciclina A2 progresion del ciclo
celular. Ademas de que el miR-22 funcionaba como un supresor tumoral, miR-22 actia
como un potente miRNA proto oncogénico precisamente por su capacidad de alterar la
biologia de la célula (64).

Mir-22 exhibe una desregulacién compleja en diferentes circunstancias y en
diferentes distribuciones subcelulares, por lo tanto, la expresiéon de miR-22 puede
cambiar opuestamente en las progresiones de diferentes tumores (64) (65)

En este estudio de tesis se propone un posible mecanismo molecular para Hsa-
miR-22 el cual regula la proliferacion celular, la migracién a través de diferentes genes
diana y, por lo tanto, esta intimamente involucrado en el desarrollo y la progresiéon de
los AHNF. (65)

3.10.2.1 Papel de miR-22 en la angiogénesis tumoral

MiR-22 tiene roles Unicos en tipos de células especificas. En el cancer, la
funcién de miR-22 es controvertida. EI gen miR-22 de ratén se asigna a una region
gendémica asociada al cancer, y el gen miR-22 humano se encuentra dentro de una
region de pérdida de heterocigosidad en varias células cancerosas, lo que sugiere que
miR-22 participa en la supresiéon del crecimiento tumoral. Esta actividad supresora de
tumores de miR-22 implica la represion de MYCBP. Sin embargo, otros han
demostrado que ese derribo de miR-22 que aumenta la tasa de apoptosis (65)
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El crecimiento local del tumor esta limitado por la hipoxia: a medida que el tumor
se expande, su centro se vuelve hipoxico, induciendo genes como el VEGF que
desencadenan la angiogénesis. El heterodimero HIF-1 desempefia un papel critico en
la sefializacion hipoxica en tumores (65).

3.10.2.2 Mir-22 y la senescencia

En la literatura se ha informado del efecto funcional de miR-22 como un nuevo
regulador de la senescencia celular en células humanas y cancerosas normales bajo el
papel inhibidor de miR-22 en el crecimiento tumoral y la metéstasis, o que sugiere que
miR-22 induce la senescencia actuado como una barrera para la progresion del cancer
in vitro e in vivo. Los miRNA presentan un mecanismo en el que los genes implicados
en una variedad de diferentes vias de sefalizacion pueden regularse simultdneamente.
La senescencia inducida por miR-22 no solo inhibe la proliferacion ilimitada de células
tumorales, sino que los cambios morfoldgicos de la senescencia también suprimen la
movilidad e invasion de las células tumorales, en parte debido a las fibras de estrés de
actina mejoradas en las células cancerosas, lo que indica que la induccion de la
senescencia contribuye a la supresion de las células tumorales crecimiento, invasion y
metastasis in vitro e in vivo (69).

En la literatura se han documentado que SIRT1, Spl y CDK6 podrian actuar en
la via p53 y/ 0 pRb. SIRT1 juega un papel importante en la longevidad y la senescencia
celular de la mayoria de los organismos mediante la modulacion directa de p16-pRb via
de sefalizacion, asi como p53 y otras proteinas. El factor de transcripcién Sp1 regula la
expresion de multiples genes del ciclo celular, incluido el gen p53 y el propio Spl. Se
ha entendido que la proteina CDK6 fosforila pRB y retrasa la senescencia. Nuestro
estudio demostré que miR-22 indujo la desfosforilacion de pRB al dirigirse a SIRT1 y
CDK®6. En conjunto, suponemos que miR-22 regula la senescencia celular a través de
la conexién de SIRT1, Spl y CDK®6 para afectar la via pRb y podria coordinar p53 y
otras vias de sefializacién de la senescencia celular en una forma dependiente del tipo
de célula y del contexto genético (69) (65).

3.10.3 Hsa-mir-181

La familia miR-181 contiene cuatro miRNA’s (miR-181a /b / c / d). MiR-181a y
miR-181b se transcriben de dos loci de genes separados (miR-181a-1 / miR-181b-1y
miR-181a-2 / miR-181b-2), mientras que miR-181c y miR-181d se transcriben desde
otro locus. Se habia informado que miR-181a, 181b, 181c y 181d funcionan de manera
diferente en una serie de tumores. Sin embargo, la homologia entre los miembros de la
familia miR-181 y la contribucion de miR-181a, -181b, -181c y -181d en diferentes tipos
de cancer aun no se han aclarado del todo (67).

Se ha descubierto que los miembros de la familia miR-181 son altamente
homodlogos y tiene un mismo objetivo, CTDSPL. El gen CTDSPL contiene 8 exones que
codifican un mRNA de 4,8 kb, que se ha designado como HYA22. RBSP3, es un gen
supresor de tumores similar a la fosfatasa la cual recientemente se ha descubierto que
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desfosforila la serina Rb1l en Ser-807 y Ser-811. Este andlisis muestra que CTDSPL
pertenece a una familia de genes de fosfatasas de dominio C-terminal pequefias que
pueden controlar la maquinaria de transcripcion de la RNA polimerasa Il (67).

Las funciones bioldgicas del miR -181 se han discutido en diferentes tumores
con diferentes procesos biologicos subyacentes. En el cancer de mama, miR -18la
podria prevenir y revertir la resistencia a los medicamentos mediante la union al 3'-UTR
de BCRP.

Diversos estudios han informado que CTDSPL elimina el grupo fosfato de las
serinas 807 y 811 en su sustrato, pRB, y por lo tanto induce la formacién del complejo
RB / E2F1.

La participacion de CTDSPL en la regulacion del crecimiento celular ain no se
ha estudiado. Nuestros datos demostraron que miR-181 expresado eliminé la expresion
de CTDSPL que da como resultado una transicion acelerada de G1/S. Estos resultados
indican que miR-181b expresado inactiva la proteina fosfatasa CTDSPL y que esta
inactivacion puede ser un paso comun que se requiere para la progresion del ciclo
celular.

3.10.4 LINCRNAOO672

Los ensayos bioquimicos han demostrado que LINC00672 actia como un cofactor
supresor mediado por p53 que refuerza localmente la represion LASP1 durante los
procesos antitumorales. Ademas, la expresion de LINC00672 puede afectar
guimioresistencia y quimiosencibilidad tanto in vitro e in vivo, lo que sugiere un valor
clinico potencial para la quimioterapia de pacientes con cancer (68).

LINC00672 es una transcripcion de 2365 pb con dos exones ubicados en la hebra
delantera del cromosoma 17912, un locus de susceptibilidad, que est4 asociado con
cancer de préstata, cancer de seno y diabetes tipo 2. Nuestros experimentos in silico,
sugieren gque LINC00672 podria ser un nuevo objetivo de transcripcion de p53.
LINC00672, como se informd anteriormente, es miembro de una pequefa categoria de
ortdlogos de lincRNA encontrados en no mamiferos (68).

Estos datos nos llevaron a creer que la contribucion de LINC00672 a la biologia celular
y la oncogénesis puede estar asociada, al menos en parte, con LASP1 (68).

LASP1 se sobreexpresa y se asocia con un aumento de la agresividad tumoral en
numerosos tipos de canceres, lo que sugiere que los niveles de LASP1 pueden servir
como un marcador prondstico. EI LASP1 no solo esta regulado por miRNA’s, sino que
es un objetivo de represion del supresor tumoral p53 (68).

Se ha sugerido que LINC00672 funciona como cofactor con hnRNP para facilitar la
supresion de LASP1 dependiente de p53. Por lo tanto, se asocia con la agresion y
malignidad tumoral (68).
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3.11 Transcriptome Analysis Console TAC

La consola de andlisis de transcriptomica TAC permite estudiar y comparar el
transcriptoma del conjunto de RNA en una célula, tejido y érgano. Los transcriptomas
son un conjunto MRNA o transcritos muy variables y se vale de la bioinformatica y de
los microarreglos (micromatrices) como parte de un analisis predictivo.

La transcriptomica permite cuantificar el nivel de expresion de genes empleando
técnicas que permiten analizar miles de moléculas de RNA al mismo tiempo mediante
la técnica de micromatrices, TAC permite estudiar y comparar el conjunto de genes que
se estan expresando en un momento dado en una célula, la expresion de un gen
supone que este ha sido transcrito a mRNA. La consola de andlisis es rapida e intuitiva
para descifrar la complejidad del transcriptoma y es compatible para andlisis a nivel gen
y exon.

En la parte del control de calidad existen matrices control de calidad para la
normalizacion de los datos y también existen pruebas estadisticas que permiten el
analisis de la expresion diferencial obteniendo también listas de genes expresados en
donde se puede ver la interaccion entre RNA codificante y no codificante simplificando
su interpretacién y centrandose en genes de interés.

Aparte el control de calidad y el analisis de datos combinados TAC también
permite llevar a cabo el analisis de grandes conjuntos de datos de mas de 1000
muestras; para esto se integra LIMA que es un modelo lineal para microarreglos TAC
cuenta con analisis de empalme alternativo, herramientas de visualizacion y algoritmos
estadisticos que son elementos de flujo que permiten un analisis de vanguardia.
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4 Objetivos

4.10Dbjetivo general

Identificar RNA’s no codificantes como potenciales marcadores moleculares y su
probable participacién en la tumorogénesis de adenomas hipofisiarios clinicamente no
funcionantes

4.20bjetivos particulares
¢ Identificar los miRNA’s e IncRNA’s expresados diferencialmente en adenomas
hipofisiarios clinicamente no funcionantes.

e Determinar los potenciales eventos moleculares asociados a la regulacion por
INcRNA’s y miRNA’s, que se encuentran presentes en los adenomas
hipofisiarios clinicamente no funcionantes (AHNF).

5 Justificacion

Los motivos que nos llevaron a investigar a los Adenomas hipofisarios, fue que
representan la segunda neoplasia intracraneal con mayor frecuencia en México, de los
cuales el 30% de todos los adenomas hipofisarios son considerados clinicamente no
funcionantes (AHNF), estos se caracterizan por no generar signos ni sintomas y
clinicamente no hipersecretan hormonas lo que dificulta su diagnéstico y con esto la
incapacidad de deteccion oportuna.

Solo se hace evidente su presencia cuando la neoplasia crece en tamafio y
comprime los nervios craneales generando asi signos y sintomas caracteristicos, por lo
gue en la busqueda de potenciales marcadores moleculares se encuentran los
NncRNA’s (microRNA’s e IncRNA’s) ya que se han implicado en la regulacion de la
expresion génica a nivel epigenético, transcripcional o postranscripcional, sin embargo,
y a pesar de que no codifican ningun producto proteico.

La regulacion de la expresion génica por INcRNA’s y miRNA’s afecta las decisiones
celulares criticas como la division y la apoptosis aumentando inmediatamente la
posibilidad de su participacion en la tumorogénesis. En los AHNF hasta el momento, la
informacion al respecto es deficiente o nula, ademas destaca el hecho de que
actualmente no hay farmacos biodisponibles para su tratamiento, por lo que la
busqueda e identificacién de estos marcadores en la tumorogénesis de los AHCF es
bastante relevante.

En esta busqueda e identificacion de potenciales marcadores moleculares con
ayuda de herramientas bioinformaticas como la consola de analisis de transcriptémica,
se permitird estudiar y comparar el transcriptoma del conjunto de RNA’s en un tejido y
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se habra de generar conocimiento que permita entender las posibles vias moleculares
implicadas en los adenomas hipofisarios.

6 Hipodtesis

Existen diferentes perfiles de expresion entre muestras de controles en
comparacién con los tumores y de ser asi esto podrian indicar que se tiene diferencias
bioldgicas entre los grupos.

7 Metodologia

Datos cargados a GEO Adenomas 13 muestras
de NCBI con el No. <€
GSE77517

v

“Gene chip Human
Microarreglo —_— Transcriptome Affymetrix
HG-U133 2.0 plus arrays”

¥

Control 9 muestras

Procesamiento en P-value 0.05
Normalizacion — “Console Analysis P — FDR true < 0.05
en RMA Transcriptomic” Fold change -2 <or >2
completo * ANOVA

Identificacion de
Transcriptoma
completo

v

Filtracién de datos
microRNA’s
IncRNA’s

¥

Enriquecimiento de
vias celulares

Figura No. 17 Metodologia in silico
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7.1Disefio Experimental

El nUmero de muestras totales que se utilizaron para los analisis de micromatrices
fueron veintidés, correspondientes a un igual nimero de pacientes, de los cuales trece
corresponden a muestras de AHNF y las nueve restantes son muestras de hipofisis no
tumorales aparentemente normales.

La purificacion y extraccion del RNA de las muestras de AHNF e hipdfisis control se
llevé a cabo utilizando el Kit RNeasy Mini de QIAGEN.

7.2Microarreglo

Se utiliz6 el “GeneChip ® Human Transcriptome Affymetrix HG-U133 plus 2.0 arrays
Affymetrix”. Que permite analizar un total de 47000 genes entre codificantes y no
codificantes. De dicho microarreglo se obtuvieron los archivos. CEL que se cargaron a
la base de datos de GEO para eventualmente realizar el procesamiento de datos.

7.3Adquisicion y procesamiento (Mineria de datos)

Las bibliotecas transcriptomicas fueron descargadas de la base de datos Gene
Expression Omnibus (GEO) del Centro Nacional para la Informacion de Biotecnologia
(NCBI) con el niumero de acceso: GSE77517 este numero permite descargar los
archivos. CEL datos de intensidad de sefal para realizar el analisis en Transcriptome
Analysis Console (TAC).

Las librerias de RNA fueron seleccionadas de acuerdo con los siguientes criterios:

e Eltejido de origen tuvo que ser corroborado como AHNF obtenido de cirugia.

e EI RNA tuvo que ser analizado usando el mismo microarreglo.

e Los datos tuvieron que cumplir con los pardmetros de control de calidad
como Pearson y Spearman las cuales estan integradas en TAC, asi como
limitaciones (labeling y hibridization)

Se utilizé el software Transcriptome Analysis Console (version 4.0) para las
muestras del microarreglo “GeneChip ® Human Transcriptome Affymetrix HG-U133 plus
2.0 arrays Affymetrix, para extraer datos de expresiones (mineria de datos).

Se utilizo el software TAC para realizar la normalizacion en RMA (Robust Multi-Chip
Average) en los analisis a nivel de gen y asi eliminar el ruido.

Y también se emplearon para el analisis de datos, bases de datos bioinformaticas
como: Metascape, con la finalidad de encontrar que eventos moleculares o celulares
podrian estar implicados y miRecords, miTarget, NONCODE, RNA central, LNCipedia
para conocer caracteristicas propias de cada microRNA’s o LincRNA’s seleccionados.
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7.4Plan de estadistico

e P-value de =< 0.05: Valor de probabilidad su valor oscila entre 0 y 1 siendo el
valor de 0.05 tipico para este tipo de analisis o sistemas, biologicos ya que
indica significancia, estimando el 5 % de probabilidad de que los resultados
observados se deban al azar.

e Fold change < -2 or > 2: Relacion entre dos cantidades describe cuando
cambia una cantidad entre un original y una medicion posterior atil en
mediciones multiples de un sistema biolégico tomadas en diferentes momentos,
mide el cambio en el nivel de expresion de un gen, cambio en los componentes
asociados con la interaccion.

e Anova: Método estadistico de andlisis de varianza, que ajusta un modelo lineal
a cada conjunto de prueba independientemente de los demas.

e FDR: True < 0.05. El control FDR es un método estadistico utilizado en multiples
pruebas de hipétesis para corregir comparaciones multiples.

e Normalizacién: Para los andlisis a nivel gen se utilizé el algoritmo de andlisis
robusto de multiples chips (RMA) que se ajusta a un modelo lineal robusto a
nivel de la sonda para minimizar el efecto de las diferencias de afinidad
especificas de la sonda. Minimiza la varianza (estable a estala logaritmica). A
través de las matrices tiene mayor reproducibilidad de sefial.
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8. Resultados

PCA Mapping 60.2% (CHP) Condition

PCAZ2 18.8% W CONTROL
W TUMOR

n'l-

PCA1 35.1%

PCAZ 6.3% @

Representacion del analisis de componentes principales (PCA) (Figura No.18) de las
muestras de adenoma hipofisarios clinicamente no funcionantes e hipoéfisis no
tumorales (control). En el Analisis de Componentes Principales; se muestra la
formacion de dos grupos heterogéneos bien diferenciados, uno corresponde a la
hipofisis no tumoral (color azul) y otro grupo pertenece a las muestras de Adenomas
Hipofisarios Clinicamente no Funcionantes (color rojo).
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Expresion diferencial de ncRNA"s (microRNA’s y LIncRNA’s) (Figura No.19). A partir
del Cluster jerarquico; el cual corresponde al mapa del transcriptoma filtrado segun el
plan estadistico de AHNF, y de hipdfisis no tumoral, se puede apreciar las diferencias
moleculares entre los dos tipos de muestras los AHNF y la hipdfisis no tumoral.
También se representan en el Cluster a los genes expresados diferencialmente en dos
tipos de color, en rojo se encuentran los genes expresados y en color azul los no
expresados. A mayor intensidad del color rojo mayor expresion y entre mayor
intensidad de color azul menor expresion. Este cluster jerarquico también nos permitira
visualizar la expresion y asi junto con el analisis de los pardmetros estadisticos se
seleccionaran los genes expresados diferencialmente que cumplan con dichos
parametros.
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Gene Symbol: MIR22HG
Description: MIR22 host gene
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Expresion del Hsa-mir-22 en AHNF comparada con las muestras control (Figura
No0.20). En esta representacion grafica se observa como es el comportamiento del
mir22. Se puede apreciar que en la barra de color rojo que corresponde a las muestras
de hipdfisis no tumoral (control) que el mir22 se expresa de manera basal, mientras que
la barra azul que corresponde a las muestras de AHNF no se expresa.
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Hsa-mir-22

Promocion y

Transformacion Tumoral
Proliferacion celular

Posible participacion del Hsa-mir-22 (Figura No.21) Al no expresarse el Hsa-mir-22 en
las muestras de AHNF con respecto a la hipdfisis no tumoral, este mir22 va a inhibir ala
fosfatasa PTEN, esta inhibicion podria desencadenar la activaciéon de la via PI3K/AKT
la cual en diferentes tipos de tumores de ha visto que conduce a un aumento en la
proliferacion celular, promocion y transformacion tumoral.
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Gene Symbol: MIE2T; VIVP
Description: rmicroRMNA 21; vacucle membrane protein 1
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Expresion del Hsa-mir-21 en AHNF comparada con las muestras control (Figura No.22)
En esta representacion grafica se observa como es el comportamiento del mir21. Se
puede apreciar que en la barra de color rojo que corresponde a las muestras de
hipéfisis no tumoral (control) que el mir21 se expresa de manera basal, mientras que la
barra azul que corresponde a las muestras de AHNF no se expresa ademas podemos
apreciar como las muestras de AHNF se agrupan y segregan.
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Hsa-mir-21

Proliferacion celular,

Desregulacion del ciclo
celular, Promocion de la

tumorogénesis.

Posible participacion del Hsa-mir-21 (Figura No.23) Al no expresarse el Hsa-mir-21 en
las muestras de AHNF con respecto a la hipofisis no tumoral se mantiene la expresion
de la proteina BCL2 lo que desencadena un aumento en la expresion de la proteina
Bcl2 y se propone un aumento en la proliferacion celular y con ello una desregulacién
del ciclo celular, promoviendo asi la tumorogénesis.
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Gene Symbol: LINCODET2
Description: |ong intergenic non-protein coding RNA 672
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Expresion del LIncRNA0672 en AHNF comparada con las muestras control (Figura
No.24) En esta representacion grafica se observa como es el comportamiento del
LincRNAO672. Se puede apreciar que en la barra de color rojo que corresponde a las
muestras de hipdfisis no tumoral (control) que el LIncRNA0672 no se expresa de
manera basal, mientras que la barra azul que corresponde a las muestras de AHNF se
expresa.
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Proliferacion celular

Migracion e invasion
celular
Quimioresistencia

Posible participacion del lincRNA00672 (Figura No.25) donde se plantea que al
expresarse el lincRNA00672 en muestras de AHNF este va a inhibir a la proteina p53 la
cual una vez inhibida va a promover un aumento en la expresion de la proteina LASP1
la cual posiblemente se encuentra relacionada con un aumento en la proliferacion
celular, migracion e invasién y quimioresistencia.
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Gene Symbol: MIR121A2HG
Description: MIR181A2 host gene
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Expresion del Hsa-mir-181A en AHNF comparada con las muestras control (Figura
No0.26) En esta representacion grafica se observa como es el comportamiento del Hsa-
mir-181A. Se puede apreciar que en la barra de color rojo que corresponde a las
muestras de hipdfisis no tumoral (control) que el Hsa-mir-181A no se expresa de
manera basal, mientras que la barra azul que corresponde a las muestras de AHNF se
expresa.
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Posible participacion del Hsa-mir-181la (Figura No.27) Donde se plantea que al
expresarse el Hsa-mir-181a en muestras de AHNF con respecto a las muestras de
hipdfisis no tumoral, va a inhibir a la fosfatasa CTDSPL la cual basalmente desfosforila
de la proteina pRB la cual forma un complejo con el factor de elongacion de la
transcripcion E2F1 (forma activa hipofosforilada) lo que inhibe la proliferacion del ciclo
celular sin embargo, en AHNF se encontro alterada disminuyendo su expresion por lo
gue no va a defosforilar a pRB siguiendo en su forma inactiva hipefosforilada lo que
conlleva a un aumento de la expresion del factor E2F1 y esto conduce a una progresion
del ciclo celular descontrolada.
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G0:0035195 Silenciamiento de genes por mIRNA's

G0:1902532: Regulacion negativa de la fransduccion de
sefiales intracelulares

0.00 025 050 075 1.00 125 150 175 2.00

Mapa de Calor de enriquecimiento obtenido de Metascape, donde se involucran las
posibles vias celulares y moleculares asociadas a los ncRNA’s obtenidos de TAC
(microRNA’s e LincRNA’s). (Figura No. 28) y la posible participacion de LincRNA's y
microRNA’s en AHNF.

gene silencing by miRNA

posttranscriptional gene silencing

4

gene silencing by RNA

posttranscriptional gene silencing by RNA

Vias en las que intervienen los genes expresados y no expresados diferencialmente
(Figura No0.29). En las Redes de coexpresion; se identifican las relaciones entre
INcRNA"s y miRNA"s y su posible funcién, mecanismo o evento molecular asociado.
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Search § Example

-
Vi -
mlR (;l ’/B ase Home Search Browse Statistics Help Download ContactUs

Page of 1753 ¢ Prev 1 2 - 1753 Next »
Ihsa-mir-21 |[ Search |[ Example |
Validation methods
Strong
evidence Less strong evidence

§ s

E4 o E e

g £ 5 g g

Species Species E_ g § _,_9, n 5 5§ o ¢ ..E'

D2 (miRNA) (Target) miRNA Targr & 3 % £ 2 23 0 3 =
MIRT000019 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-5p RASGRP1 v v v 6 4
MIRT000144 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-217 SIRT1 g ' s 4 2
MIRT000148  Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-214-3p EZH2 v v 4 5
MIRT000149 Homo sapiens Homo sapiens hza-miR-210-3p  HOXA9 vy v 2 1
MIRT000150 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-210-3p  TP33I11 4 v 2 1
MIRT000151 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-210-3p  PIM1 vy v 2 1
MIRT000152 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-210-3p HOXA1 vy v 2 1
MIRT000153  Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-210-3p  FGFRL1 4 4 o PV I 4 [} 3
MIRT000156 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-210-3p RADS2 v v v 4 3
MIRT000157 Homo sapiens Homo sapiens hza-miR-21-5p CDC25A 4 PV I 4 5 4
MIRT000158 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-3p TP53 v 1 1
MIRT000159 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-3p BCL2 vy v 4 s 4 5 10
MIRT000163 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-5p WIBG v 1 2
MIRT000164 Homo sapiens Homo sapiens hza-miR-21-5p WEFS1 v 1 )
MIRT000166 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-5p TM9SF3 s 2 2
MIRT000167 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-3p RTN4 v v v 3 3
MIRT000168 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-5p RPS7 v L4 v v 5 17
MIRT000169 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-3p PLOD3 vy 4 2 2
MIRT000170 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-21-5p PDHA2 v 1 2
MIRT000171 Homo sapiens Homo sapiens hza-miR-21-5p NCAPG vy v 2 2

Resultados obtenidos de la busqueda en la base de datos de miRTarBase (Figura
No0.30) donde se puede apreciar algunos de los genes blanco de cada microRNA (para
este caso el Hsa-mir-21 sin embargo, se realizé la busqueda para cada microRNA en
algunos casos no se tuvo éxito en la recoleccion de datos por lo que se efectud la
busqueda en otras bases de datos) asi como los métodos de validacién del microRNA
y su gen blanco dependiendo de la evidencia (Microarreglos, gPCR, WesternBlotn etc.)
también podemos apreciar el nimero de articulos que puedes consultar al respecto
siendo nula la informacién para AHNF y muy poca para otros tipos de cancer
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Filters Y Interactions: 1891, Experiments: 55 (low: 18 , high: 37, unknown: 0) Cell lines: 30, Tissues: 13, Publications: 29
Species
Experiments
Gene name % MIRNA name % throughput # Publications#  Celllines$ Tissues%  Pred. Score »
Method Type
STACZ O hsa-miR-22-3p & low: 0 high: 2 2 2 2 0.939 A
High-throughput experiments (2 positive, 0 negative)
Method
Publication Methods Tissue Cell line Tested cell line Exp. condition
Kishore S et al. 2011 ﬂ Kidney HEK293 N/A mild MNase digestion v
Regulation type
Eva Gottwein et al. 2011 (1P ] Pleura BC1 N/A N/A v
Validation Type
| CHD9 & hsa-miR-22-3p 6 low: 0 high: 3 2 3 2 0935 v |
Validated as | ESR10 hsa-miR-22-3p & low: 1 high: 0 1 1 1 0.934 v |
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issue
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* TarBase 6.0 || x TarBase 7.0
| KDMEB & hsa-miR-22-3p & low: 0 high: 1 1 1 1 0.926 3 ‘
* TarBase 8.0
Publication Year | CcS5orf24 & hsa-miR-22-3p & low: 0 high: 8 4 4 4 0.920 v ‘
‘ | IPO7T © hsa-miR-22-3p & low: 0 high: 2 2 2 2 0.920 v ‘
Prediction score
ZBTB39 & hsa-miR-22-3p & low: O high: 2 2 2 2 0919 3
| NRAS © hsa-miR-22-3p & low: @ high: 1 1 1 1 0.917 v ‘
| PLCXD3 & hsa-miR-22-3p & low: 0 high: 1 1 1 1 0.916 v ‘
| CYR816 hsa-miR-22-3p 6 low: 0 high: 1 1 1 1 0.911 i ‘
| PTEN & hsa-miR-22-3p 6 low: 0 high: 4 2 2 2 0.909 A~ ‘
High-throughput experiments (4 positive, 0 negative)
Publication Methods Tissue Cell line Tested cell line Exp. condition
Boudreau RL et al. 2014 [ e | Brain N/A N/A N/A
Kameswaran V et al. 2014 [ e | Pancreas BETA Cells N/A N/A
uGccc @ hsa-miR-22-3p & low: 0 high: 1 1 1 1 0.902 v
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Resultados obtenidos de la busqueda en la base de datos de DIANA Tools TarBase v.8
(Figura No.31). En la cual nos brinda informacion de cada microRNA con su gen
blanco, se aprecia un score el cual nos permite seleccionar que blanco es el ideal entre
las cercano a uno mejor, ademas de informacion sobre el tipo de tejido o linea celular
en el que se identifico dicho microRNA-blanco también se puede observar el numero de
publicaciones que existen al respecto de esa interaccibn microRNA-blanco. En este
ejemplo podemos apreciar el Hsa-mir-22 al que se le selecciono el gen blanco PTEN
por su score 0.909 y porque el tejido que se utilizo para identificarlo proviene de
cerebro sin embargo lo ideal seria que fuera de hipdfisis tumoral pero no existe
literatura por ahora que reporte este microRNA en AHNF, en otros tipos de cancer se
ha reportado, validado e incluso se han realizado examenes funcionales.

9. Discusion

Este trabajo, sirve como punto de partida en el analisis de las alteraciones de los
perfiles de expresion génica en AHNF. Una forma de realizar estos analisis es el uso de
herramientas bioinforméticas, que permiten extraer informacion a nivel de expresion de
genes. De tal manera que el enfoque bioinformatico se convierte en una herramienta
poderosa para predecir no solo en adenomas hipofisarios (AH) sino en un grupo
creciente de enfermedades cronicas que se han convertido en problemas de salud
publica a nivel mundial entre ella se encuentra el cancer.

La incorporaciéon de los perfiles de expresion en pacientes con AH constituye una
revolucién en la oncologia en general. El estudio del transcriptoma en AHNF es
probablemente el primer esfuerzo prospectivo en evaluar la utilidad de marcadores
moleculares en decisiones aplicables para la toma de decisiones terapéuticas que
potencialmente pueden cambiar la comprension de la oncologia actual.

En este trabajo se construyé un modelo in silico de expresion de muestras problema
(AHNF) y muestras control (tejido no tumoral), a partir de datos de expresion de genes
provenientes de experimentos de micromatrices los cuales permiten analizar el
transcriptoma completo entre codificantes y no codificantes y se encuentran disponibles
en la base de datos de GEO de acceso libre.

El analisis de microarreglos que se realiz6 nos permitié construir un modelo de
perfiles de transcripcién diferencial donde se identificaron al menos 54613 genes con
alteraciones en sus niveles de expresion génica los cuales al filtrarlos con criterios
estadisticos especificos y rigurosos previamente mencionados en el plan estadistico y
desarrollado posteriormente de forma detallada se obtuvieron un total de 35 genes que
pasaron dichos criterios, los cuales corresponde a microRNA’s y LincRNA’s, que se
caracterizan por su expresion 0 por su ausencia.
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Siempre que se trabaja en experimentos de microarreglos se evalian miles de
hipétesis simultaneamente por lo que un analisis sin las debidas correcciones
estadisticas puede generar resultados falsos significativos, si no se emplean dichas
correcciones la tasa de resultados falsamente positivos seria muy elevada por lo tanto
para controlar esto, se realizd un ajuste a los valores de p-value, FDR, Fold Change y
se llevé a cabo la Normalizacion de los datos, dichos valores ademas permitieron
realizar un filtrado de los genes tanto codificantes como no codificantes y seleccionar
aquellos genes que para este proyecto son microRNA’s y LincRNA’s que cumplan con
los criterios estadisticos presentados en este plan estadistico.

El primer criterio fue la normalizacion la cual, se utiliza para eliminar la variabilidad
sistematica, inducida por el proceso y que no estd relacionada con el nivel de
expresion, esta correccién del ruido de fondo se logré mediante un promedio robusto
de mdltiples chips o RMA integrado en TAC y los datos se transformaron a log2.

Con respecto al valor asignado para FDR (Tasa de descubrimientos Falsos) el cual
es la tasa de falsos rechazados que puedo permitirme en mi analisis, se seleccion6 un
valor de < 0.05 para este criterio ya que tengo asi un 5% de probabilidad de permitirme
falsos rechazados. El control de FDR es un método estadistico utilizado en pruebas de
hipo6tesis para corregir comparaciones multiples.

Otro pardmetro fue el P-value este valor de probabilidad oscila entre 0 y 1 siendo el
valor de < 0.05 un valor tipico para este tipo de andlisis o sistemas bioldgicos, este
valor estima el 5% de probabilidad de que mis resultados observados se deben al azar
ademas este valor tiene relacion con la fiabilidad del estudio ya que entre menor es mi
valor de p-value mas fiable es mi estudio, el valor de p-value esta relacionado con los
intervalos de confianza los cuales marcan limites, estos limites marcan la precision del
estudio por lo tanto con un nivel de confianza del 95% tengo un 5% de probabilidad de
gue mis resultados se deban al azar.

El siguiente parametro es el Fold Change al cual se le asigno un valor de < -2 0 > 2,
ya que me permite estudiar la relacién entre dos cantidades y describe cuanto cambia
una cantidad entre un original y una medicién posterior este parametro es util en
mediciones multiples de sistemas biolégicos tomadas en diferentes momentos como es
el caso para este proyecto, ya que mide el cambio en el nivel de expresion de un geny
los cambios en los componentes asociados con la interaccion.

La agrupacion y categorizacion de datos se logr6 mediante el PCA. Los genes
expresados diferencialmente se determinaron mediante ANOVA.

Una vez aplicado cada uno de los criterios estadisticos mencionados anteriormente
se seleccionaron aquellos genes que se consideren alterados con un cambio en los
pardmetros de < -2 0 > 2 veces de Fold Change, P < 0.05, y FDR < 0.05.

Se realizo la busqueda en diferentes bases de datos bioinformaticas para identificar
los posibles genes blanco para cada microRNA’s y LincRNA’s entre ellas se
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encuentran: miRecords, miRWalk, TarBasw, TarBase, DIANA-microT, Microlnspector,
miRanda, MirTarget2, miTarget, y TargetScan/TargertScanS. Esto con la finalidad de
buscar los posibles genes blancos para cada miRNA, sin embargo, no todas las bases
de datos arrojan los posibles datos esperados, el motivo es sencillo, ya que hasta la
fecha solo se han descrito 3500 secuencias de ncRNA’'s del Homo sapiens las cuales
son almacenadas en las diferentes bases de datos como miRBase, MirTarget2 etc. Por
lo que no todas las bases de datos arrojan el resultado esperado.

Se utiliz6 la base de datos miRecords ya que ofrece marcadores validados,
ofreciendo un analisis diferencial con otras bases de datos distintas a la vez, basadas
en diferentes caracteristicas como: secuencia semilla, complementarias hacia 5°-3" o
CDS, termodinamica etc.

Para la prediccion de los marcadores fue utilizada “miRecords”, y para conocer
cuales de estos ya han sido validados, se utilizé “miR TarBase” y “TarBase” (Figuras 30
y 31).

Una vez localizados los genes blancos de los miRNA’s, se realizo la busqueda en la
literatura y en bases de datos bioinformaticas como KEGG que esta implicado en la
tumorogénesis y que puede predecir si eventualmente pudieran ser potenciales
marcadores moleculares en los adenomas hipofisarios clinicamente no funcionantes.

Los resultados obtenidos nos permitieron correlacionar los microRNA’s y LincRNA’s
y su potencial papel en las funciones asociadas a adenomas hipofisarios no
funcionantes.

Con base a nuestros resultados obtenidos en la figura No. 18 la cual corresponde al
Andlisis de Componentes Principales (PCA), podemos apreciar a simple vista un
transcriptoma facilmente distintivo entre las muestras, siendo las de las muestras de
AHNF de color rojo y las muestras de hipdfisis no tumorales de color azul.
Observandose asi una distribucién bastante heterogénea entre las dos muestras, esto
implica que en efecto existe una diferencia bastante significativa entre ellas ya que
forman dos grupos bien diferenciados y segregados, lo que corrobora la existencia de
dos perfiles de expresion distintos indicando asi, diferencias biologicas entre los dos
grupos, estas diferencias permiten distinguir entre posibles vias celulares y moleculares
alteradas.

Por otro lado en el figura No.19 el Claster jerarquico que corresponde a los
microRNA’s y LincRNA’s expresados diferencialmente entre muestras de AHNF en
comparaciéon con la hipdfisis no tumoral, corrobora una vez mas la existencia de estos
dos perfiles de expresion distintivos una para adenomas y otra para hipdfisis no
tumorales, observandose también los 35 ncRNA's entre microRNA’s y LincRNA’s
(obtenidos de los rigurosos parametros estadisticos mencionados en el disefio
experimental) y su expresion diferencial en cada una de las muestras, las cuales
corresponde aun igual nimero de pacientes, a partir de esta representacion y del
comportamiento de su expresion diferencial en las 22 muestras y una vez aplicado
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cada uno de los criterios estadisticos mencionados anteriormente en el apartado de
plan estadistico se seleccionaron aquellos genes que se consideran alterados con un
cambio en los parametros de < -2 o > 2 veces de Fold Change, P < 0.05, y FDR < 0.05.

Una vez obtenidos los microRNA’s y LIncRNA"s que mejores resultados obtuvieron
de acuerdo a nuestro plan estadistico se seleccionaron los microRNA’s y LincRNA’s
gue mejor cumple con los criterios para una expresion génica alterada al identificar un
cambio de +2 o0 -2 en el Fold Change en comparacién con las hipéfisis no tumorales un
P- value < 0.05, y FDR < 0.05 (ademas de apoyase de las representaciones graficas y
visuales obtenidas de TAC como lo es el cluster jerarquizo de expresion diferencial y la
graficas de barras para conocer su comportamiento) los cuales fueron: El Hsa-mir-21,
Hsa-mir-22 y Hsa-mir-181, asi como el LincRNA00672, implicados como posibles
marcadores moleculares en la tumorogénesis de AHN..

Hsa-mir-21

El Hsa-mir-21 funciona como un modulador de la tumorogénesis a través de la
regulacion de genes blanco que estan involucrados en el proceso de apoptosis,
proliferacion, adhesion y migracion celular; algunos de los genes blanco del mir21 se
encuentran implicados en la regulacion a nivel funcional controlando una gran cantidad
de proteinas expresadas, al encontrarse no expresado como es el caso en AHNF el
proceso de regulacion del mir21 es regulado negativamente, conlleva al aumento de la
expresion de proteinas blanco implicadas en los genes diana generando asi una
desregulacion aguas bajo de cada uno de sus genes blanco y por ende una
desregulacion de las proteinas que regula a miR21, un ejemplo claro son las proteinas
de la familia Bcl-2 que juegan un papel cable en el control de la apoptosis. Regulada
por mir21, la proteina antiapoptotica mas importante Bcl-2, cuya sobreexpresion celular
y fosforilacion estan involucradas en la regulacion de la proliferacion celular, el ciclo
celular, la reparacion de DNA, la tumorogénesis y la quimiorresistencia (39) (54).

Por tanto, el Hsa-mir-21 juega un papel clave en la regulacién de la diferenciacion
fenotipica y funcional de proteinas a través de la expresion de modulacién de sus
genes diana, sin embargo, es posible que otros miRNA’s que se obtuvieron en este
analisis, también puedan contribuir a la regulacion de genes diana. No es irracional
especular que al alterar la expresion de una combinacion de ncRNA’'s y genes blanco
estos puedan conducir a una regulacion alterada en la tumorogénesis de AHNF (39)
(55) (52).

Se ha demostrado que miR-21 se sobreexpresa en muchos tipos de cancer,
incluidos los de mama, colon, pulmén, pancreas, prostata y estbmago entre otros. Por
lo tanto, es muy probable que miR-21 desempefie un papel fundamental en el
comportamiento de las células tumorales y la transformacion maligna. La expresiéon
alterada de miR-21 puede tener varios efectos diversos en las células tumorales aln se
desconocen sus vias moleculares y celulares en AHNF sin embargo, y de acuerdo a los
datos obtenidos la no expresion del mir21 en muestras de AHNF sigue una regulacién
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negativa de via moleculares como la de Bcl-2 sin embargo, su comportamiento
molecular en AHNF puede ser variable ya que al no secretar un exceso de hormonas
probablemente las vias moleculares de regulacion cambie y sean diferentes, ya que
otra caracteristica de estos AH es la poca capacidad invasiva de estructuras
adyacentes a la hipdfisis ya que la incidencia de invasion es de 1 caso por cada millén
de habitantes y si lo comparamos con otros tipos de cancer esta capacidad invasiva es
mucho menor que el resto (53) (56).

Hsa-miR-21 también promueve la invasion celular, la migracién y el crecimiento
mediante la represion de la expresion de PTEN y los efectos posteriores que implican
la fosforilacion de FAK y AKT. La identificacion de miR-21 como un importante
regulador de la proliferacién, migracion e invasion de células tumorales enfatiza un
papel esencial de este miRNA en la mediacion de la oncogénesis y el comportamiento
tumoral (56) (57).

Atacar estos mecanismos puede conducir a un tratamiento mas efectivo para los
pacientes con AHNF. Existe un considerable interés en la terapia dirigida
especificamente a las vias de sefalizacion clave involucradas en la tumorogénesis y el
crecimiento tumoral, como la via de la fosfoinositida-3 quinasa, que esta regulada por
PTEN (56). Una aplicacion practica de los resultados obtenidos por TAC podria ser el
uso de la expresion de miR-21 como un predictor potencial de tumores que pueden ser
mas propensos a responder a las terapias dirigidas (56) (57).

La expresion de mediadores aguas abajo del crecimiento tumoral podrian
modularse dirigiéndose a miR-21. Por lo tanto, las estrategias terapéuticas para
disminuir miR-21 pueden ser Utiles para limitar el crecimiento de AHNF, sin embargo,
aun se requiere evaluar el papel de miR-21 y los objetivos identificados aguas abajo
para en un futuro no tan alejado desarrollar estrategias terapéuticas dirigidas a miR-21
in vivo. Un microRNA expresado como miR-21, puede ser util para establecer un
diagnostico y evaluar el prondstico en AHNF. El conocimiento de procesos especificos
como la proliferacion, invasion y migracion de células tumorales que estan siendo
regulados por miRNA’s, y la identificacion de objetivos criticos para miRNA individuales
como PTEN, proporcionan nuevos conocimientos sobre los mecanismos de
tumorogénesis en AHNF (56) (57).

Se ha demostrado que mir21 regula al inhibidor de la metaloproteasa de matriz
RECK, y se ha identificado que este gen esta regulado a su vez por IL-13 en pulmon
sin embargo, aun se desconoce su funcion en AHNF (59) (60).

Hsa-mir-21, es el miRNA mas frecuentemente elevado en cancer existe
evidencia en la literatura cientifica de este microRNA en cancer de pulmén, cérvix,
gliomas, mama entre otros sin embargo, en Adenomas Hipofisarios no existe evidencia
cientifica por lo que es preciso dilucidar un mecanismo molecular de este Hsa-mir-21
en AHNF en este proyecto se pretende postular un posible mecanismo molecular
implicado en la tumorogénesis de AH y cabe resaltar que el analisis bioinformético que
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se realizd permite realizar predicciones de posibles genes implicados en AHNF y que
posteriormente podrian validarse por PCR-RT.

Existen muchos mecanismos asociados con niveles elevados de Hsa-mir-21. La
expresion de Hsa-mir-21 es estimulada por una variedad de vias asociada con cancer,
como la hipoxia, la inflamacion, la AP-1 (proteina activadora) y las hormonas
esteroideas. La expresion elevada de Hsa-mir-21 da como resultado un mayor
crecimiento y una menor apoptosis, ya que se ha demostrado que Hsa-mir-21 elevado
induce un fenotipo linfoide maligno pre-B en modelos animales y que era necesaria la
expresion continua de Hsa-mir-21 para mantener el fenotipo tumoral, por lo sé que
indica que Hsa-mir-21 es un verdadero oncogén. Por otro lado, la eliminacion de Hsa-
mir21 en modelos animales redujo la formacion de tumores (40).

Se ha identificado a mir-21 como una llave molecular asociada a diferentes
neoplasias, existen bastantes estudios funcionales que demuestran la relacion causa-
efecto entre mir-21 y la trasformacion neoplastia, sugiriendo que mir-21 tiene actividad
oncogénica sin embargo, como se ha mencionado existen bastantes estudios
funcionales con respecto a diferentes tipos de neoplasias pero ninguno hasta ahora se
ha enfocado en adenomas hipofisarios clinicamente no funcionantes y como es que
este influye en la tumorogénesis (62) (63) (56).

Hsa-mir-22

Numerosos estudios han revelado que miR-22 funciona como un mMiRNA
supresor de tumores o como un onco-miRNA para inhibir o promover la formacion de
tumores y la transformacién maligna del nivel genético al postranscripcion a través de
mecanismos complejos, en los que miR-22 podria estimular o apagar diferentes
cascadas de eventos relacionados con vias interactuando directa o indirectamente con
moléculas/ vias aguas arriba o aguas abajo, ya sea sinérgicamente o antagénicamente.
Ademas, como la formacién de redes de retroalimentaciéon positiva o negativa
relacionados con miR-22 amplifica extraordinariamente los efectos inhibidores o
promotores de miR-22 en una variedad de diferentes tipos de cancer, por lo tanto, miR-
22 e innumerables moléculas relacionadas constituyen redes complejas de
sefalizacion donde miR-22 esta en el centro de los eventos. (65)

Indicando que miR-22 puede servir como un objetivo terapéutico esperanzador
para tratamientos de precision en diversos tipos de cancer para inhibir la proliferacién,
migracion, invasion y metastasis, debilitando o revirtiendo la quimiorresistencia a los
medicamentos contra el cancer. Ademas, la expresion de miR-22 en las células
cancerosas Y los fluidos corporales puede fluctuar en diferentes tipos de cancer y en
diferentes etapas de crecimiento en el mismo cancer, lo que hace posible que miR-22
sea un potencial marcador molecular en la tumorogénesis de AHNF y complementario
o incluso independiente en el diagnéstico del cancer, monitoreando el tratamiento
efectos y prondstico (65).
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PTEN

La supresora tumoral fosfatasa y homélogo de tensina conocido como PTEN es
una fosfatasa lipidica implicada en la regulacion del ciclo celular. Las mutaciones
inactivadoras de este gen o de sus reguladores contribuyen al desarrollo de ciertos
tipos de cancer. Los sustratos principales de PTEN son fosfoinositidas, particularmente
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) cuyos niveles intracelulares se reducen después
de su desfosforilacion por PTEN a un producto de difosfato (PIP2), y en consecuencia
se restringe la actividad y sefializacion de la quinasa AKT. La familia de factores de
transcripcion FoxO es uno de los sustratos directos aguas abajo de AKT. Las proteinas
FoxO son fosforiladas por AKT y se translocan del nucleo al citoplasma, donde se
degradan a través de la via ubiquitina-proteasoma (65)

Cuando PTEN esta activo y se suprime la actividad de AKT, las proteinas FoxO
pueden ingresar al nucleo y regular los genes que promueven la detencién del ciclo
celular o la apoptosis. EI mMRNA de PTEN tiene un 3'UTR inusualmente largo,
aproximadamente 3,3 kb, que sugiere un control estricto post-transcripcional de la
expresion de PTEN. Dentro del PTEN 3'UTR hay varios sitios objetivo de microRNA"s
conservados y se ha demostrado que PTEN esta reprimido por miR-21, 214, 216a, 217,
17-92 y 26 (65).

Una de las cascadas de sefializacibn mas importantes que modulan la
progresion del ciclo celular y la supervivencia celular en muchos tipos de células es
PTEN / PI3K / AKT, que se desregula en varios tipos de cancer. En el presente estudio,
hemos identificado un componente previamente desconocido de esta via, miR-22. miR-
22 apunta a PTEN directamente a través de un sitio conservado en el PTEN 3'UTR
(65).

La via PTEN / AKT es funcional en la mayoria de los tipos de células y tejidos y
también lo es la expresion de miR-22. Por lo tanto, miR-22 no sirve para eliminar la
expresion de PTEN, sino para ajustar sus niveles de expresion de acuerdo con las
necesidades fisiologicas de la célula (65).

La expresion de miR-22 en si se ve afectada por la via PTEN/AKT, de una
manera que genera un circuito regulador de alimentacion positivo. En este circuito
regulador, miR-22 suprime la expresion de PTEN que conduce a una mejora de la
actividad de AKT, que a su vez regula al alza la transcripcion de miR-22. Por lo tanto,
en esta red reguladora, miR-22 actta para mejorar la sefalizacion de AKT (65).

La evidencia acumulada revela que un microRNA puede regular multiples
objetivos y un gen puede estar bajo la regulacion de varios microRNA’s. En
consecuencia, tanto miR-22 como PTEN pueden estar asociados con otros sistemas
reguladores. Recientemente se descubri6 que PTEN estd regulado por mdltiples
MIiRNA’s, incluidos miR-21 miR-214.Teniendo en cuenta el papel central que tiene
PTEN en la progresion y supervivencia del ciclo celular, PTEN probablemente estén
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influenciados por microRNA’s adicionales, algunos de los cuales ejercerian su efecto
de una manera especifica de tipo celular compatible con el sitio de su expresion (65)

El hsa-mir-22 actia como supresor de tumores u oncogenes en diversos tipos
de cancer. Sin embargo, su expresion precisa, funcion y mecanismo en AHNF aun no
comprendido del todo claro. En el anélisis encontramos que la expresion de miR-22 se
redujo significativamente en los tumores en comparacion con tejidos normales, por lo
gue la inhibicion de miR-22 en diferentes tipos de cancer promueve la proliferacion,
migracion e invasion tumoral (64).

Nuestro estudio muestra que miR-22 se expresa diferencialmente en células
humanas no tumorales y cancerosas. De acuerdo con nuestros hallazgos en las bases
de datos bioinformaticas de microRNA’s, la desregulacion de miR-22 en cancer y
enfermedades humanas se ha documentado en varios experimentos de creaciéon de
perfiles de miRNA’s. miR-22 esta regulado negativamente en el colangiocarcinoma
intrahepatico (Kawahigashi et al., 2009) y silenciado en la leucemia linfoblastica aguda
(Calin et al., 2004), pero esta regulado en la osteoartritis (lliopoulos et al., 2008) (69)
(65).

Estos niveles variables de expresibn de miR-22 pueden sugerir diferentes
requisitos para alteraciones en sus rutas de genes diana. miR-22 regula un repertorio
de genes relacionados con el cancer; sin embargo, no hay indicios de la importancia de
miR-22 en la tumorigénesis a través de los genes asociados a la senescencia.

La capacidad de los miRNA para afectar muchos mRNA es similar a la
capacidad de los factores de transcripcion para regular muchos promotores
simultdneamente (69).

Estudios recientes demuestran que miR-22 constituye un circuito de
retroalimentacion con c-myc y MYCBP y forma un circuito regulador en la ruta de la
fosfatasa y el homdlogo de tensina-AKT. El gen miR-22 humano se encuentra en una
region de pérdida minima de heterocigosidad en el cromosoma 17 cerca de p53. (69)

Por lo tanto, podemos decir que miR-22 podria estar induciendo cambios
complejos y la amplia cooperacién entre miR-22 y p53 que se sabe esta involucrada en
el programa de senescencia, que aun no se ha dilucidado por el momento (69).

Teniendo en cuenta que la progresion tumoral, incluida la proliferacion, la
invasion y la metastasis, estan intimamente involucradas en el estado de crecimiento
tumoral y el suministro de energia, miR-22 podria interrumpir estos procesos al mediar
el estado de crecimiento tumoral y el suministro de energia. Se sabe que miR-22
induce la expresion de p53 y al mismo tiempo se dirige a SIRT1, CDK6 y Spl para
activar la via de sefializacion de pRb, acelerando asi la senescencia, retardando el
crecimiento celular, invasion y metastasis en diferentes tipos de cancer: el cancer
cervical y el cancer de mama, lo que muestra efectos anticancerigenos evidentes.
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miR-22 inhibe la proliferacion tumoral, la invasién y la metastasis mediante la
represion del ciclo celular tumoral y la promocion de la apoptosis.

Se sabe universalmente que numerosas células cancerosas entran
continuamente en proliferacion y division a través del punto de control GO / G1 junto
con la reduccion de la apoptosis, 10 que eventualmente causa un rapido crecimiento y
aumento de tamafio del cancer. Recientemente, una amplia evidencia ha demostrado
gue miR-22 podria reprimir el proceso tumoral maligno mediante la inhibicion del ciclo
celular. Por ejemplo, miR-22 puede apuntar post-transcripcionalmente a la ciclina A2 y
CDKNI1A (inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 1A) para detener el ciclo
celular en el fago GO / G1 (65).

Estos hallazgos confirmaron que los efectos finales de miR-22 por la detencion
del ciclo celular de diferentes maneras pueden conducir a la atenuacion del crecimiento
y la invasion del cancer y la interrupcion de la progresion tumoral maligna, lo que indica
gue miR-22 en respuesta a diferentes carcindgenos puede servir como un miRNA
supresor tumoral para mitigar o bloquear la aparicion y el desarrollo del cancer (65)(70)

Varios estudios en la actualidad han validado que miR-22 podria influir en la
proliferacion tumoral al regular la via de sefializacion relacionada con las hormonas.
Por ejemplo, la proliferacién y migracion de células de cancer de mama ERa-positivas
pueden ser atenuadas por miR-22 inducido por 1,25-(OH)-2 D3 (el metabolito in vivo de
la vitamina D3) y por la introduccién ectopica de miR -22, respectivamente, insinuando
que la regulacién de miR-22 participa en la via de transduccion de sefiales hormonales
por lo que no debe ignorarse como mecanismo fundamental subyacente para la
tumorogénesis y la progresion.

Ademas, se ha demostrado que miR-22 puede mejorar profundamente la
guimiosensibilidad a los medicamentos contra el cancer al trabajar intimamente con
muchos otros miRNA. En el cancer de ovario de células claras, la via PI3BK/Akt/mTOR
se reprimid predominantemente debido a los efectos combinados al atacar
directamente tanto el FGFR3 (receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos)
como el mTOR por miR-100 y al mismo tiempo atacar EVI1 por miR-22, permitiendo la
posterior inhibicion de la proliferacidn, el crecimiento y la supervivencia, que, al final,
aumenta la quimiosensibilidad al medicamento everolimus contra el cancer (65) (70).

Mutiles estudios sugieren que miR-22 puede mejorar notablemente Ila
quimiosensibilidad o revertir la quimiorresistencia a los medicamentos contra el cancer
mediante una variedad de mecanismos subyacentes, y que multiples medicamentos
contra el cancer con efectos predominantemente terapéuticos pueden maximizar alun
mas sus ventajas o minimizar las desventajas al aumentar la expresion de miR-22 al
inhibir la proliferacién, migracion e invasién del cancer. Por lo tanto, para obtener los
efectos Optimos de tratamiento para miR-22 como una intervencidén terapéutica
adyuvante en un futuro cercano, se deben dilucidar si los mecanismos potenciales de
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miR-22 en la regulacion de la quimiosensibilidad o quimiorresistencia seran
beneficiosos para pacientes con varios tipos de cancer (65) (70).

Hsa-mir-181

Los resultados obtenidos indicaron que miR-181 se expresaron en tejidos de
AHNF. Estos hallazgos plantearon la posibilidad de que miR-181 pudiera tener un
papel importante en el desarrollo de la tumorogénesis. Sin embargo, la base molecular
de este fenotipo no se ha dilucidado y el estado de los objetivos aguas abajo de miR-
181b no han sido investigados por el momento (67).

Para explorar el mecanismo del miR -181, realizamos un analisis bioinformatico,
y CTDSPL identificAndose como un gen objetivo candidato de los miembros de la
familia miR -181 a través de tres algoritmos disponibles publicamente (TargetScan y
miRanda).

Se conoce un ensayo donde la luciferasa de luciérnaga indicé que todos los
miembros de la familia miR -181 podrian inhibir la expresién de CTDSPL a través de la
unién directa a la 3'-UTR de CTDSPL. Esto confirma que el miR-181 (y sus miembros)
estan altamente conservados y comparten una funcion coman de union directa al 3'-
UTR de CTDSPL (67).

El andlisis bioinformatico realizado demostr6 que CTDSPL era el objetivo de los
miembros de la familia miR-181. Una regulacion negativa significativa de CTDSPL vy
una regulacion positiva de E2F1. La via molecular subyacente responsable de los
efectos de miR-181 en la supervivencia podria controlar la transicion de fase GO/G1 a S
a través de la represion de CTDSPL.

CTDSPL es un importante gen supresor de tumores similar a la fosfatasa
ubicado en 3p21.3, y pertenece a la pequefia familia de fosfatasa de dominio C-
terminal, que modula la via de sefalizacion RB/E2F1 y da como resultado la detencion
del ciclo celular en el limite G1 / S.

En este trabajo, se descubrié que miR-181 podria controlar la transicion de fase
GO0/ G1 a S reprimiendo CTDSPL y regulando la expresion de E2F1.

LINCRNAOO672

En este analisis se indico que LINC00672 podria ser un objetivo transcripcional
de p53. Se ha encontramos que la region promotora de LINC00672 contiene motivos
de union a p53 canonicos altamente conservados (68).

Debido a que también esta involucrado en la organizacion del citoesqueleto y la
motilidad celular, su eliminacién de LASP1 a menudo conduce a una disminucién de la
migracion y la proliferacion de células cancerosas humanas. Nuestros datos revelaron
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gue la sobreexpresion de LINC00672 podria estar asociada a la proliferacion, migraciéon
e invasion en diferentes tipos de cancer (68).

Como proteina reguladora del citoesqueleto, el nivel de LASP1 parecia estar
regulado por aumento en las células cancerosas humanas inducidas resistentes a
diferentes quimioterapéuticas. Por lo tanto, la sobreexpresion de LINC00672 podria
reducir y promueve la quimiosencibilidad de las células cancerosas. Estos hallazgos y
nuestros datos sugieren que LINC00672 participa en la supresion mediada por p53 de
LASP1 a través de su interaccion con hnRNP (68).

En resumen, este estudio representa un gran analisis de muestras la expresion
de LINCO0672, que estd significativamente regulado por la expresion en los tejidos
tumorales de AHNF. La sobreexpresion de LINC00672 reduce la migracién y la
proliferacion de células. Estos efectos antitumorales de LINCO0672 se relacionan al
menos parcialmente en cooperacién con hnRNP durante la supresion de LASP1
mediada por p53 (68).

En general, nuestros hallazgos aclaran la funcién de los lincRNA que sirven
como marcadores de posicidn conservados que participan en procesos regulatorios
transcripcionales canonicos y, por lo tanto, desempefian papeles cruciales para el inicio
y la progresion del cancer.

Estas evidencias indicarian que la tumorogénesis de AHCF que en la actualidad aqueja
a nuestra especie, no puede explicarse simplemente por la expresion alterada de un
NcRNA, sino por el contrario, seria el producto de alteraciones multiples, interacciones
génicas que controlan la homeostasis molecular por o que no solamente deberia verse
desde el punto de vista individual sino como un conjunto.

Aunque los miRNA"s y LIncRNA"s se han implicado en diversos procesos bioldgicos,
los genes diana de muchos de estos siguen sin resolverse. Hasta ahora, solo se ha
caracterizado directamente un pequefio subconjunto de objetivos de mMIRNA vy
lincRNA"s humanos predichos. Reducir los genes objetivo-reales se ha vuelto cada vez
mas dificil debido a la abundancia de algoritmos de prediccion, la alta tasa de falsos
positivos y cientos de posibles objetivos generados por cada algoritmo. Ademas,
cuando se sabe que multiples miRNA’s regulan de manera coordinada un proceso
particular, el alto nimero de objetivos predichos hace que sea técnicamente dificil
evaluar la importancia de cada gen objetivo o implicar la red reguladora de miRNA"s-
lincRNA’s-proteina relevante. Por lo que se sugiere que se realice estudios funcionales
de estos NncRNA’s, lo cual seria beneficioso ya que se tendria un grupo restringido de
objetivos predichos que puedan verificarse experimentalmente y asi confirmarse.

Vias de enriquecimiento e interaccion proteina- proteina

Posteriormente se llevd a cabo un analisis de enriguecimiento de vias en
Metascape (se utilizd esta base de datos para entender el significado biolégico detras
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de la lista de genes resultante del andlisis estadistico y asi obtener informacion de las
vias celulares o moleculares asociadas) donde se seleccionaron los 35 microRNA’s y
LincRNA"s obtenidos del filtrado de datos, los cuales arrojaron vias de silenciamiento
de genes por miRNA’s y regulacion negativa de la transduccién de sefales
intracelulares (Figura 28), las cuales son caracteristicas propias de los ncRNA's de
LincRNA"s como microRNA’s.

Posteriormente se obtuvo también redes de coexpresion (Figura No. 29) estas
redes me permiten predecir las posibles vias celulares y moleculares en las que
podrian participar por lo tanto si los niveles de expresion de dos transcritos esta
correlacionado linealmente de forma coherente no solo entre dos, sino muchas
muestras se determinan que estos dos transcritos se cooexpresan. Tal cooexpresion
puede sugerir que la expresion de dos transcritos esta co-regulada por uno 0 mas
reguladores, o que un transcrito regula la expresion de otro. Siendo los ncRNA's
reguladores de la expresion de RNAm blancos y dado que las funciones de los RNAmM
se comprenden mejor en general mucho mejor que las funciones de ncRNA’s, la
identificacion de estas relaciones de cooexpresion entre un RNAmM y ncRNA especifico
puede comenzar a revelar la funcién y/o mecanismo de accion de ese ncRNA. En base
a los resultados obtenidos (figura 29) las redes de cooexpresion tiene una regulacién
negativa y esto concuerda con el mapa de enriquecimiento ya que los microRNA’s y
LincRNA"s regulan la expresién génica a nivel transcripcional y post-transcripcional por
lo tanto bloquean la sintesis de productos proteicos por desestabilizacion del mMRNA.

10.Conclusiones

Se logré la identificacion de perfiles de expresion definidos y diferentes entre
controles y tumores lo que permitié agruparlos y separalos esto lo apreciamos a simple
vista en analisis de componentes principales.

Se determinaron los potenciales eventos moleculares asociados a la regulacion
por LIncRNA’s y miRNA’s, que se encuentran presentes en los adenomas hipofisiarios
clinicamente no funcionantes, entre los eventos moleculares asociados tenemos la
proliferacion celular, progresion del del ciclo celular, promocién de transformacion
tumoral.

Se logro la identificacion de RNA"s no codificantes especificamente microRNA’s
y LincRNA’s como potenciales marcadores moleculares y su probable participacion en
la tumorogénesis de adenomas hipofisiarios clinicamente no funcionantes entre los
mencionados tenemos a Hsa-mir-21, el cual regula a la proteina antiapoptética mas
importante Bcl-2, cuya sobreexpresion celular y fosforilacion estan involucradas en la
regulacion de la proliferacion celular, el ciclo celular, la reparacion de DNA, la
tumorogénesis y la quimiorresistencia, Hsa-mir-22 que juega un papel regulador clave
en la promocion del proceso tumoral a través de la inhibicion de la fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa involucrada en la promocion del complejo de PI3K/AKT,
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Hsa-mirl81, involucrado en la proliferacién celular al inhibir a la proteina similar a la
fosfatasa pequefia y desfosforila a proteina del retinoblastoma liberando asi al factor de
trascripcion E2F1 el cual aumenta y promueve el ciclo celular y el LincRNA0672
involucrado en la regulacién de la proteina supresora p53 la cual frena a la proteina
LASP1 que participa en la quimioresistencia, invasion y migracion tumoral
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12 ANEXO

Lista de genes que cumplierdn los parametros estadisticos de acuerdo con lo planteado
en el disefio experimental.

#%result name=ADENOMA VS
CONTROL
#%array_type=HG-U133 Plus_2
#%annotation=HG-
U133 Plus 2.na36.annot.csv
#%comparison=ADENOMA VS
CONTROL
ID ADENO | CONTR | Fold P-val | FDR | Gene Description
MA Avg |OL Avg | Chang P-val | Symbol
(log2) (log2) e
237509 at | 7.7 4.81 7.42 453 |4.72 |LINCO1616 |long
E-08 | E-06 intergenic
non-protein
coding
RNA 1616
238360_s_ | 8.6 5.88 6.57 495 |5.05 |LINCO0672 |long
at E-08 | E-06 intergenic
non-protein
coding
RNA 672
237675_at | 5.79 3.33 5.47 7.85 | 0.000 | LINCO1351 | long
E-06 |2 intergenic
non-protein
coding
RNA 1351
1561106_at | 6.38 4.75 3.09 2.99 |0.000 | LINC00271 |long
E-06 |1 intergenic
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non-protein
coding
RNA 271

232478_at

6.88

5.32

2.94

4.20
E-06

0.000

MIR181A2
HG

MIR181A2
host gene

227061_at

6.72

5.18

291

0.002

0.017

LINCO01279

coiled-coil
domain
containing
80; long
intergenic
non-protein
coding
RNA 1279

235174 s _
at

8.91

7.49

2.66

2.18
E-05

0.000

LINC01003

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 1003

238369 _s_
at

6.25

4.9

2.53

8.29
E-06

0.000

LINCO1607

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 1607

229323 at

6.98

5.7

2.43

1.09
E-05

0.000

LINC00959

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 959

239675_at

5.35

4.29

2.09

6.38
E-07

3.26
E-05

LINCO0900

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 900

217625 x_
at

4.49

5.54

-2.07

3.32
E-10

1.11
E-07

LINC00963

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 963

223522_at

6.71

7.77

-2.09

4.88
E-05

0.000

MIR600HG

MIR600
host gene;
spermatid
perinuclear
RNA
binding
protein

215185 _at

3.65

4.79

-2.19

8.92

1.40

LINC00963

long
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E-09

E-06

intergenic
non-protein
coding
RNA 963

1561402_at

4.36

5.51

-2.21

1.92
E-06

7.26
E-05

LINC0O0880

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 880

227452_at

3.83

5.29

-2.74

5.25
E-05

0.000

LINCO0511

LINCO0673

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 511;
long
intergenic
non-protein
coding
RNA 673

225799 _at

5.76

7.25

-2.81

9.09
E-06

0.000

LINCO00152
; MIR4435-
2HG

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 152;
MIR4435-2
host gene

223913 s_
at

11.53

13.09

-2.96

7.11
E-07

3.54
E-05

MIR7-3HG

MIR7-3
host gene

229930_at

5.18

6.76

-2.98

6.03
E-08

5.76
E-06

LINCO1315

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 1315

214696_at

7.39

9.02

2.77
E-07

1.73
E-05

MIR22HG

MIR22
host gene

230251_at

5.23

0.001

0.012

LINC00473

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 473

229784 _at

5.09

7.09

-4.02

1.16
E-06

5.03
E-05

MIR503HG

MIR503
host gene

1558404 _at

2.98

5.12

-4.43

1.70
E-05

0.000

LINC00622

long
intergenic
non-protein
coding
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RNA 622

236846_at | 4.09 6.24 -4.44 0.002 | 0.017 | MIR646HG | MIR646
8 5 host gene
230577_at | 3.32 5.52 -4.6 0.004 | 0.025 | LINC00844 | long
6 3 intergenic
non-protein
coding
RNA 844
1553796 _at | 4.17 6.44 -4.8 490 |2.68 |LINCO1105 |long
E-07 | E-05 intergenic
non-protein
coding
RNA 1105
230781_at |3.94 6.23 -4.86 0.000 | 0.003 | LINC01088 | long
4 7 intergenic
non-protein
coding
RNA 1088
227488 _at | 5.55 8.19 -6.25 1.66 |6.53 | MIR503; microRNA
E-06 | E-05 | MIR503HG | 503;
MIR503
host gene
224917 at | 6.82 9.55 -6.63 2.66 |1.68 | MIR21,; microRNA
E-07 | E-05 | VMP1 21,
vacuole
membrane
protein 1
223973_at | 7.65 10.39 -6.68 9.69 |8.15 | MIR7-3HG | MIR7-3
E-08 | E-06 host gene
236902_at | 5.42 8.18 -6.74 0.000 | 0.006 | LINC0O0643 | long
7 4 intergenic
non-protein
coding
RNA 643
236739_at | 3.12 6.34 -9.31 254 |1.63 |LINCO1105 |long
E-07 | E-05 intergenic
non-protein
coding
RNA 1105
228235_at | 5.46 8.68 -9.35 1.17 |5.05 | MIR503HG | MIR503
E-06 | E-05 host gene
231186_at | 6.54 9.77 -9.42 3.39 | 0.000 | LINC0O0643 | long
E-05 |6 intergenic
non-protein
coding
RNA 643
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1553797_a
at

5.15

8.52

-10.34

1.17
E-06

5.07
E-05

LINC01105

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 1105

1557133_at

8.14

11.8

-12.63

1.77
E-07

1.26
E-05

LINCO00632

long
intergenic
non-protein
coding
RNA 632
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